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DCBD2       Discoidin, CUB and LCCL domain‐containing protein 2 
DNA     Desoxyribonukleinacid 
E. coli     Escherichia coli 























































Cytosol  synthetisiert  (Boeckmann  et  al.,  2005).  Innerhalb  der  eukaryotischen  Zellen 
existieren  jedoch  eine  Vielzahl  von  Kompartimenten  mit  unterschiedlicher  Protein‐
Ausstattung  (Dacks  et  al.,  2008).  Man  unterscheidet  dabei  vom  endoplasmatischen 
Reticulum  (ER)  abstammende  und  von  einer  einzelnen  Membran  umschlossene 
Kompartimente und von mehreren Membranen umgebene semiautonome Kompartimente, 
die vermutlich durch Endosymbiose entstanden sind (de Duve, 2007; Tabak et al., 2008). 
Eine  Übersicht  der  wichtigsten  eukaryotischen  Zellkompartimente  ist  in  Abbildung  1 
gegeben. Um die individuelle Protein‐Ausstattung dieser verschiedenen Kompartimente zu 
gewährleisten, werden diese post‐ und co‐translational von Proteinen gezielt angesteuert 
(Abb.  1).  Die  vom  ER  abstammenden  Kompartimente,  mit  Ausnahme  der  Peroxisomen 
(Tabak et al., 2008), erhalten ihre Proteinausstattung hauptsächlich über Vesikel vom ER 
(Dacks et al., 2008). Proteine für das ER selber, den endoplasmatischen Raum, für die von 
mehrfachen  Membranen  umgebenen  Kompartimente  (Plastide,  Mitochondrien, 
Chloroplasten) sowie Proteine für die Peroxisomen enthalten Signalsequenzen innerhalb der 
Proteinsequenz (Blobel und Dobberstein, 1975a und 1975b). Signalsequenzen können z.B. C‐











auch  bei  Bakterien  anzutreffen  ist,  ist  somit  die  zwischen  intra‐  und  extrazellulärer 
Lokalisation, Protein mit Signalpepitd und Protein ohne ein solches (Wiech et al., 1991). Es 
wurde  gezeigt,  dass  bestimmte  Signalpeptide  zwischen  Prokaryoten  und  Eukaryoten 
ausgetauscht werden können (Hegde und Bernstein, 2006), was zur Sekretion von vorher 





zusätzlichen  Kompartimenten  (z.B.  Mitochondrien,  Chloroplasten,  Peroxisomen,  Zellkern) 
und deren Signalpeptiden zu berücksichtigen.  
Welchen  Vorteil  hat  die  Zelle  von  dieser  Unterteilung,  die  einen  komplexen  selektiven 






eines  Protonengradienten  (Mitochondrien;  Nicholls,  1974).  Diese  unterschiedlichen 
Bedingungen  erlauben  der  Zelle,  z.B.  im  Falle  der  Lysosomen,  die  für  sie  ansonsten 
schädlichen  pH‐Werte  in  einem  vom  Cytosol  durch  eine  selektive  Membran  getrennten 
Kompartiment bereit zu halten. Im Falle von Peroxisomen können Proteine für den einen 
biochemischen Ablauf, den Fettsäure‐Abbau, selektiv zu den Peroxisomen sortiert werden. 
Eine  Auswahl  an  Proteinen,  die  für  die  Peroxisomen  bestimmt  sind,  enthalten  eine  C‐
terminale Signalsequenz und werden post‐translational und gefaltet importiert (Goldman 
und  Blobel,  1978).  Im  Unterschied  dazu  besitzt  die  Mehrzahl  an  Proteine  für  das 



















Wie  funktioniert  die  Unterscheidung  zwischen  extra‐  und  intrazellulären  Proteinen?  Dies 
wird erreicht über einen selektiven Transport zum ER. Hierfür und für die Translokation in 
das  Lumen  des  ER  sind  in  Säugerzellen  drei  Komponenten  notwendig  und  in  vitro 
hinreichend (Görlich und Rapoport, 1993):  




neu  synthetisierten  Proteins  und  dirigiert  den  Komplex  aus  mRNA,  Ribosom  und 
Signalsequenz zum SRP‐Rezeptor in der ER‐Membran (Lipp et al., 1987). 



































und  Walter,  1993).  Nach  der  Translation  von  circa  50  Aminosäure‐Resten  wird  das 
Signalpeptid vom SRP erkannt und es kommt zum Translationsarrest (Siegel und Walter, 
1988;  Wolin  und  Walter,  1993).  Der  Komplex  aus  Ribosom,  SRP,  mRNA  und  bereits 
translatierter Sequenz wird zur ER‐Membran dirigiert (Abb. 2b). Hier findet die Erkennung 
des Komplexes durch den SRP‐Rezeptor in der ER‐Membran (Gilmore et al., 1982) und eine 
Interaktion  zwischen  dem  Sec61‐Komplex  und  der  28S  rRNA ‐  große  Untereinheit  des 
Ribosoms ‐ statt (Prinz et al., 2000b). Das SRP löst sich unter GTP‐Hydrolyse ab (Bange et al., 
2007; Zhang et al., 2008) und „übergibt“ die Sequenz an den Translokationsapparat (sec61‐
Komplex  und  TRAM‐Protein)  in  der  ER‐Membran  (Abb.  2b).  Die  Signalsequenz  liegt  nun 
innerhalb  der  ER‐Membran.  Sie  wird  an  der  Signalpeptidase‐Schnittstelle  von  der  ER‐
membranständigen  Signalpeptidase  (Evans  et  al.,  1986)  abgetrennt  und  lateral  in  die 
Membran des ER freigesetzt (Abb. 2c). Die Translation des Proteins wird in das Lumen des ER 
fortgesetzt. Das abgespaltene Signalpeptid wird durch die Signalpeptid‐Peptidase abgebaut 
(Weihofen  et  al.,  2002;  Abb.  2c).  Die  primäre  Funktion  des  Signalpeptides  ist  somit  die 
Direktion des Prä‐Proteins zum ER. 
In  Prokaryoten  existiert  ein  zu  SRP54  homologes  Protein  (Ffh  oder  P48).  Ffh  fungiert 
entsprechend  zu  SRP54  als  GTPase,  die  zusammen  mit  einer  4,5  S‐RNA  (so  bennant  in 
Escherichia coli)  die  Funktion  des  SRP  übernimmt  (Bernstein  et  al., 1989,  Keenan  et  al., 




Motorprotein  SecA  für  die  Transloaktion  von  Proteinen  über  die  innere  Membran 
hinreichend ist (Hartl et al., 1990; Driessen und Nouwen, 2008). 









FGF‐2,  UGT1A6  und  IL‐1  unabhängig  vom  ER  und  nicht‐glykosyliert  direkt  sezerniert 
(Rubartelli und Sitia, 1997; Ouzzine et al., 1999; Hughes, 1999; Cooper, 2002). Signal patches  
können ebenfalls bei Proteinen mit Signalpeptid, nach Translokation in das Lumen des ER als 
Sortierungssignal  innerhalb  des  Golgi‐Apparates  erkannt  werden  und  zur  selektiven 
Ansteuuerung von von Vesikel versorgten Kompartimenten dienen (Pfeffer und Rothman, 
1987). 
Können  Signalsequenzen  durch  maschinelle  Lernverfahren  in  silico  erfasst  werden?  Die 
Signalsequenzen  für  den  sekretorischen  Weg  (im  Folgenden  ER‐Targeting)  weisen  nach 
Gierasch (1989) und Pugsley (1990) keine strenge Sequenz‐Homologie auf. Im Mittel sind 






innerhalb  einer  aus  vorwiegend  hydrophoben  Resten  zusammengesetzten  Kern‐  oder  h‐






durch  maschinelle  Lernverfahren  (Schneider  et  al.,  1993;  Schneider  und  Wrede,  1994; 

























Peptidase  prozessiert  und  auf  dem  nicht‐klassischen  MHC‐I  Protein  HLA‐E 














vorhergehende  Abspaltung  des  Signalpeptides  sowie  die  Anwesenheit  Helix‐brechender 
Aminosäuren innerhalb der Transmembran‐Segmentes (TMS) des Signalpeptides notwendig 
sind,  der  Abbau  durch  die  Signalpeptid‐Peptidase  somit  regulierbar  ist  (Lemberg  und 
Martoglio,  2002).  Der  Abbau  durch  die  Signalpeptid‐Peptidase  kann  zur  Freisetzung  von 
Fragmenten  des  Signalpeptides  aus  der  Membran  des  ER  führen.  Diese  Signalpeptid‐
Fragmente können entweder im Lumen des ER weitere Funktionen übernehmen (HLA‐A; 












































































































































































Pathogene  von  Bedeutung.  Diverse  Viren  haben  Methoden  entwickelt,  um  durch  ein 
verändertes  Targeting  von  Proteinen,  z.B.  zum  Lysosom,  der  Detektion  durch  das 
Immunsystem zu entgehen. Auch für eukaryotische Pathogene ist eine Interaktion mit der 
Wirtszelle von entscheidender Bedeutung. Plasmodium falciparum als intrazellulärer Parasit 
sezerniert  für  seine  Pathogenität  entscheidende  Proteine  in  das  Lumen  infizierter 
Erythrozyten und integriert diese Proteine in die Plasmamembran des Erythrozyten (Cooke 
et  al.,  2004).  Der  Parasit  lebt  dabei  in  einem  durch  das  Eindringen  in  den  Erythrozyten 
entstandenen  Kompartiment,  der  parasitären  Vakuole.  Es  wurde  gezeigt,  dass  diese 
Proteine, die zusätzlich die Membran dieser parasitären Vakuole überwinden müssen, ein 
bestimmtes Sequenzmotiv enthalten: VTS bzw. PEXEL (Hiller et al., 2004; Marti et al., 2004). 









(Hiss  et  al.,  2008a).  Dies  ist  ein  Hinweis  auf  eine  Erweiterung  des  klassischen 
Sekretionsweges mit Hilfe von Signalsequenzen. Die Sortierung von Proteinen in Zellen durch 







-  Welchen  Einfluß  haben  die  Länge  der  Signalpeptide  und  deren  Aufbau  auf  die 
Existenz von Post‐Targeting‐Funktionen? 
-  Lassen sich Signalpeptide aufgrund ihrer Länge funktional gruppieren? 
-  Gibt  es  Unterschiede  in  den  Signalpeptiden,  die  für  verschiedene  eukaryotische 
Kompartimente kodieren? 
-  Haben lange Signalpeptide einen von kurzen Signalpeptiden abweichenden Aufbau 




Material und Methoden 




Online verfügbare bioinformatische Programme 
Im  Rahmen  der  Arbeit  wurden  die  im  Folgenden  aufgelisteten,  frei  verfügbaren 
bioinformatischen Programme („Tools“) verwendet. Soweit nicht anders vermerkt, wurden 
die jeweils hier angegebenen Parametereinstellungen verwendet. 
SignalP  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)  in  der  Version  3.0  (Bendtsen  et  al., 
2004a).  
SignalP 3.0 ist eine auf künstlichen neuronalen Netzen (KNN) und Hidden‐Markov‐Modellen 
(Nielsen  und  Krogh,  1998)  basierende  Software  zur  Vorhersage  von  Signalsequenzen  in 
Eukaryoten und Bakterien. SignalP 3.0 wurde ebenfalls in einer für akademische Nutzung 
freien  lokalen  Version  in  das  im  Rahmen  dieser  Arbeit  entwickelte  Programm  „NtraC“ 
integriert. Der Nutzungsvertrag ist im Anhang A1 zu finden. 

















Nach  Angaben  aus  Bendtsen  et  al.,  2004a  wurde  für  SignalP  3.0  auf  einem  positiven 
Beispielsatz mit 1192, 334 und 153 Sequenzen für Eukaryoten, Gram‐negative und Gram‐
positive  Bakterien  trainiert.  Der  Matthews  Korrelations‐Koeffizient  (mcc;  Gleichung  1,  
Matthews, 1975) für die drei Datensätze ist im Folgenden angegeben: 
-  SignalP 3.0  Neuronales Netzwerk    
-  Eukaryota       mcc = 0,98  
-  Gram‐negative  Bakterien      mcc = 0,95  
-  Gram‐positive Bakterien     mcc = 0,98 
 
-  SignalP 3.0  Hidden‐ Markov‐Modell  
-  Eukaryota     mcc = 0,94  
-  Gram‐negative Bakterien     mcc = 0,94 
-  Gram‐positive Bakterien     mcc = 0,98 
-   
       
         –        
                                     











Signalpeptiden  und  deren  Proteinen  von  falsch‐positiven  „preproteins“  gereinigt.  Diese 
“preproteins”  konnten  auch  durch  die  unterschiedliche  Aminosäure‐Zusammensetzung 
zwischen nativem Protein und Signalpeptid identifiziert werden (Cedano et al., 1997; Chou, 
2001).  Des  Weiteren  wurde  festgestellt,  dass  bestimmte  Aminosäuren  selten  bei 
Signalpeptidase‐Schnittstellen  auftreten  (Bendtsen  et  al.,  2004b).  Beispiele,  die  im 
eukaryotischen Trainingssatz Lysin (Anzahl: 7) oder Arginin (Anzahl: 12) an der ‐1 Position 











Vorhersage  der  Signalpeptidase‐Schnittstelle  wurde  ein  asymmetrisches  Fenster  mit  20 
Aminosäuren  upstream  und  vier  Aminosäuren  downstream  der  aktuellen  Position 
verwendet. 
Die entscheidende Neuerung in SignalP 3.0 im Vergleich zum Vorgänger ist die Einführung 
des  D‐Score  für  die  Signalpeptidase‐Schnittstellen‐Vorhersage.  Dieser  D‐Score  stellt  eine 
Kombination aus dem Durchschnitt des mittleren S‐Score und dem maximalen Y‐Score dar 
(Gleichung  2).  Er  erweitert  den  S‐Score,  der  in  SignalP  2.0  zur  Unterscheidung  zwischen 
sezernierten und nicht sezernierten Proteinen verwendet wurde.  
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   .                                                                                 Gleichung 3  
 
Zusätzlich  wird  die  Länge  der  vorhergesagten  Sequenz  in  den  endgültigen  Score  mit 
einbezogen. Die durchschnittliche Länge von Signalpeptiden beträgt bei Eukaryoten 22 und 
bei  Gram‐negativen  und  Gram‐positiven  Bakterien  24  Aminosäuren.  Das  neuronale 
Netzwerk bestraft beim Verschieben des Analyse‐Fensters über die Sequenz Positionen, die 
diesen Durchschnitt über‐ oder unterschreiten. Damit werden extrem lange bzw. extrem 
kurze  Signalpeptide  teilweise  nicht  erkannt.  Das  Hidden‐Markov‐Modell  (HMM)  bestraft 




































Ausgaben  dieser  Netze  zusammen.  Die  Entscheidungseinheit  trifft,  basierend  auf  den 










SVMTurn    (http://gecco.org.chemie.uni‐frankfurt.de/SVMTurn/SVMTurn.html)  in  der 
Preliminary Trial Version (Meissner et al., 2008). 
SVMTurn  ist  ein  auf  Support‐Vektor‐Maschinen  (Cai  et  al.,  2003;  Zhang  et  al.,  2005) 
basierender Algorithmus zur Vorhersage von β‐Turn‐Strukturen in Proteinen. Ergebnisse der 
β‐Turn‐Vorhersage  (SVM‐Score)  wurden  in  das  im  Rahmen  dieser  Arbeit  entwickelte 
Programm „NtraC“ integriert. 
Verwendete  Einstellungen  in  der  englischen  Originalbezeichnung  der  webbasierten 
Benutzeroberfläche: 
Prediction of turns with length of:   4 residues 





















et  al.,  2002;  Hulo  et  al.,  2006;  de  Castro  et  al.,  2006).  Es  stellt  ein  regelbasierendes 
Suchprogramm dar (Sigrist et al., 2002), das mit Hilfe eine webbasierten Benutzeroberfläche 
(de  Castro  et  al.,  2006)  eine  gegebene  Protein‐Sequenz  durchsucht.  Die  Aussage  des 
Programms stellt somit keine Wahrscheinlichkeit dar, sondern ist binär: Das Muster wird 
gefunden  oder  nicht.  In  der  aktuellen  Version  (20.36)  enthält  PROSITE  1449 
Dokumentationen  über  Domänen.  Diese  Domänen  können  über  1331  Muster  gesucht 
werden. Dabei werden die 1331 Muster mit 737 Regeln kombiniert bzw. erweitert. Wenn 











Verwendete  Einstellungen,  die  bei  allen  Suchen  gleich  waren,  bzw.  Suchfelder,  die 
unterschiedlich belegt bei allen Suchen verwendet wurden, sind im Folgenden angegeben 
(Angaben  in  der  englischen  Originalbezeichnung  entsprechend  der  webbasierten 


















Schlüsselbegriffe  verwendet.  Eine  in  diesem  Sinne  falsche  Eingabe,  z.B.  Eukaryoten  statt 
Eukaryota, führt zu keinem Ergebnis. 
ClustalW2  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)  Version  2.0  (Larkin  et  al., 
2007). 
ClustalW2  ist  eine  in  C++  geschriebene  Software  für  das  multiple  Alignment  von 
Proteinsequenzen. 




matrix       =   Gonnet 250 
ENDGAP       =   ‐1  

















Aminosäuren  werden  im  Standard  Ein‐Buchstaben‐Code  beschrieben  (Tabelle  3).  Es  ist 
möglich, mehrere Einträge in einer FASTA‐Datei zusammenzufassen. Jeder Eintrag muss mit 
einem  „>“  beginnen.  Ein  Beispieleintrag  der  Sequenz  der  ATPase  Untereinheit  8  aus 
Podospora anserina ist im Folgenden dargestellt: 




























Sequenzinformationen  zu  Proteinen  wurden  aus  den  folgenden  öffentlich  zugänglichen 
Datenbanken entnommen: 
UniProtKB, Version 13.6 und 14.0 (Verwendete Version jeweils angegeben; Wu et al., 2007). 















Die  NCBI  Entrez  Gene‐Datenbank  ist  eine  Gen‐Sequenz‐Datenbank.  Sie  enthält  ebenfalls 





Powitz  oder  im  Arbeitskreis  von  Prof.  Dr.  Gisbert  Schneider  verfügbaren  Programme 









































Biologische Materialien und Methoden 
Polymerase Chain Reaction 
Die  Polymerase  Chain Reaction  PCR  wurde  in  PCR‐Cyclern  der  Firma  Biometra  (Personal 
Cycler) und MJ‐Research (PTC‐100) durchgeführt.  
Die  PCR  dient  zur  selektiven  Amplifikation  von  Nukleotid‐Sequenzen.  Problemspezifisch 
entworfene Primer‐Sequenzen binden dabei an gegebene Template. Eine hitzebeständige 
Polymerase  baut  unter  der  Verwendung  zugesetzter  Nucleotide  den  Gegenstrang  der 
gewünschten Sequenz. Eine PCR wurde in fünf Schritten durchgeführt: 
1)  Denaturierung der DNA  bei 94
οC   für 10 min 
2)  Denaturierung der DNA  bei 94
οC   für 30 sek 
3)  Anlagerung der Primer  bei 52
οC   für 45 sek 





















Als  Medium  für  die  Zell‐Linien  wurde  DMEM  (Dulbecco´s  Modified  Eagle´s  Medium) 
verwendet, mit 10% FCS (Fötales Kälberserum) und 1% Penicillin/Streptomycin‐Lösung. 





















löslichen  und  blauen  Indigofarbstoff  umgesetzt.  Bei  dem  T‐Easy‐Vektor  liegt  die  MCS 
innerhalb des β‐Galactosidase‐Gens. Wird das untersuchte Gen somit korrekt in den Vektor 
integriert, wird das β‐Galaktosidase‐Gen inaktiviert, die Kolonien verbleiben weiß. Ist der T‐
Easy‐Vektor  ohne  das  zu  untersuchende  Gen  religiert,  ist  die β ‐ Galactosidase  aktiv,  die 
Kolonien erscheinen blau. Zusätzlich wird IPTG (Isopropyl‐ß‐D‐thiogalactopyranosid,  Roth) 
zur  Verfügung  gestellt,  das  den  aktiven  Repressor  des  lacZ‐Gens  (bzw.  ursprünglich  des 
gesamten lacZ‐Operons) inaktiviert. 
Oligonucleotide 
Alle  in  dieser  Arbeit  verwendeten  Oligonucleotide  wurden  von  der  Firma  MWG‐Biotech 
(Ebersberg,  Deutschland)  bezogen  und  sind  in  Tabelle  4  aufgeführt.  Der  Entwurf  der 
Sequenzen erfolgte mithilfe der Software „Clone Manager Professional Suite“ (Version 8, 















































Anm.: Die Primer der Konstrukte von shrew‐1 sind im Anhang A2 aufgeführt.Material & Methoden     25 
 




-  NheI       (Fermentas) 
-  NotI     (Fermentas) 
-  ACC65I     (Fermentas) 
 






-  Lysozym       (Roth, Muramidase) 
-  T4‐DNA Ligase       (Fermentas, Ligase) 
-  T4‐DNA Ligase für T‐Easy Vektor  (Promega) 
-  CIAP        (Fermentas, Phosphatase) 
 














Größenstandard in 0,9% Agarosegel. Färbung mit Ethidiumbromid. Material & Methoden     26 
 
    
Primäre und sekundäre Antikörper 
Für die Immunfluoreszenz sowie die Detektion in Western‐Blots wurden die in Tabelle 5 
aufgeführten primären und die in Tabelle 6 aufgeführten sekundären Antikörper verwendet. 






Anti‐GAPDH  monoklonal  1:10.000  Maus  WB 
Anti‐Cytochrom‐C  monoklonal  1:500  Maus  WB 











































monoklonal  1:200  Ziege  IF 
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-  Rapid Gel Extraction System    (Marligen Biosciences) 
-  NucleoSpin Extract II      (Machery‐Nagel) 
-  Rapid Plasmid Miniprep System   (Marligen Biosciences) 
-  High Purity Plasmid Midiprep Kit   (Marligen Biosciences) 
 
Immunfluoreszenz 
Alle  Immunfluoreszenz‐Bilder  wurden  mithilfe  des  konfokalen  Laser‐Scanning‐Mikroskops 












Der  Secreted  Alkaline  Phosphatase‐Assay  (SEAP‐Assay)  dient  als  indirekter  Nachweis  für 
einen Import des untersuchten Konstrukts in das Lumen des ER.  






Fähigkeit  festgestellt,  para‐Nitrophenylphosphat  zu  para‐Nitrophenolat  und  Phosphat 
umzusetzen (Berger et al., 1988; Abb. 6).  Material & Methoden     28 
 















Die  Substratumsetzung  ruft  eine  messbare  Veränderung  des  Absorptionsspektrums  bei 
405nm  hervor.  Die  Geschwindigkeit  der  Substratumsetzung  ist  dabei  mit  der  Menge  an 
aktiver  SEAP  korreliert.  Dadurch  ist  sowohl  ein  qualitativer  als  auch  ein  quantitativer 
Rückschluss auf die Fähigkeit der zu untersuchenden Sequenz, die SEAP zum ER zu dirigieren, 
möglich. 
Bei  zwei  durchgeführten  Messungen  wurde  der  Mittelwert  ohne  Standardabweichung 
angegeben.  Bei  mehr  als  zwei  durchgeführten  Messungen  wurde  der  Standardfehler 
(Quotient aus Standardabweichung und Wurzel des Stichprobenumfanges) angegeben. 
Die  Angaben  zur  Durchführung  (Kapitel  „Messung  der  SEAP‐Aktivität  im  Zell‐  und 
Proteinextrakt“) sind an Berger et al., 1988 und Dipl.‐Biologe Eduard Resch (JWG‐Universität, 
Frankfurt/Main,  persönliche  Kommunikation)  angelehnt  und  wurden  vom  Autor  den 
Gegebenheiten des DCBD2‐ und RGMA‐Kontextes angepasst. 
 








4)  Inkubation 10 min bei 37°C Material & Methoden     29 
 






Als  Referenz  für  das  Spektrophotometer  dient  ein  entsprechend  der  Beschreibung  (vide 
supra Punkte 1‐8)  behandelter Ansatz aus Zellen, die mit Leervektor transfiziert wurden. Die 























6)  Überführung von 10 µl des Überstandes (oberer Teil) in Messküvette Material & Methoden     30 
 









Punkten  1‐8  behandelter  Ansatz  aus  Zellen,  die  mit  Leervektor  transfiziert  wurden.  Die 







nicht  glykosyliert  wurde,  ist  unempfindlich  gegenüber  einer  Zugabe  von  PNGase‐F.Ergebnisse & Diskussion        31 
 
    
Ergebnisse und Diskussion 




Analyse  der  Längenverteilung  verschiedener  ER‐Targeting‐Signale  (lange  und  kurze 
Signalpeptide,  mitochondriale  Targeting‐Peptide,  Chloroplasten‐Targeting‐Peptide,  virale 
Signalpeptide) untersucht (Kapitel „Statistiken zu Signalpeptiden“). Darauf aufbauend wurde 
ein Modell für die Domänen‐Architektur von langen Signalpeptiden (NtraC) entwickelt und 









22  Aminosäuren  auf  (von  Heijne,  1985).  Für  eine  potentielle  zweite  Targeting‐Funktion 
innerhalb eines Signalpeptides, die dem  gleichen Aufbau eines kurzen Signalpeptides folgt, 
wurde  ebenfalls  die  Länge  von  22  Aminosäuren  berücksichtigt.  Die  Grenze  für  lange 
Signalpeptide  wurde  somit  auf  die  doppelte  Länge  durchschnittlicher  Signalpeptide  und 
unter Berücksichtigung der Signalpeptidase‐Schnittstelle (Abzug von vier Aminosäuren) auf 
40 Aminosäuren festgelegt. 





statistische Analysen der Verteilung der Aminosäuren innerhalb der Signalpeptide und der Ergebnisse & Diskussion        32 
 
    
Länge der Signalpeptide erfolgen. Des Weiteren wird untersucht, ob ein Zusammenhang 
zwischen  der  Länge  der  Targeting‐Signale  und  dem  von  ihnen  kodierten  Kompartiment 
besteht.  Zur Diskriminierung zwischen langen und kurzen Signalpeptiden wurden daher die 
in  den  Kapiteln  „Längenverteilung  von  Signalpeptiden“  und  „Aminosäure‐Häufigkeiten  in 
Signalpeptiden“ beschriebenen Analysen durchgeführt. 
Längenverteilung von Signalpeptiden 
In Kapitel „Längenverteilung von Signalpeptiden“ wird untersucht, ob sich Targeting‐Signale 
für  unterschiedliche  Kompartimente  durch  ihre  Länge  (gemessen  in  Anzahl  der 
Aminosäuren)  unterscheiden.  Hierzu  wurden  alle  eukaryotischen  Signalpeptide  „nicht‐
putativer“  Proteine  aus  der  UniProtKB  (Version  13.6)  extrahiert  und  nach  ihrer  Länge 
unterteilt (Abb. 7). 
 









Tabelle  A3).  Diese  136  Signalpeptide  (2%  aller  eukaryotischen  Signalpeptide)  bilden  die 
Gruppe der langen Signalpeptide. Ihre Längenverteilung wird gesondert betrachtet (Abb. 8). 
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Abbildung  8:  Längenverteilung  eukaryotischer  Signalpeptide  mit ≥  40  Resten  (N  =  136)  nicht‐
putativer Proteine. Sequenzen aus UniProtKB (Version 13.6). 
 
Das  längste  in  UniProtKB  (Version  14.0)  annotierte,  nicht‐potentielle  eukaryotische 






de  Parseval  et  al.,  2003).  Diese  sechs  Proteine  haben  mit  Ausnahme  von  ENK1  (88 
Aminosäuren  Länge)  ein  zu  100%  konserviertes  langes  Signalpeptid  mit  89  Aminosäuren 
(Abb. 8). Obwohl diese Proteine als „eukaryotisch“ annotiert sind, werden sie hier aufgrund 
ihres  Ursprungs  als  retrovirale  beta  type‐B  Hüll‐Proteine,  nicht  als  eukaryotische  SP 







werden,  die  in  der  Datenbank  auch  als  solche  annotiert  sind.  Vorhergesagte  lange 
Signalpeptide werden aber in bestimmten Fällen als Artefakt betrachtet bzw., wenn eine 
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Bei  der  Betrachtung  langer  eukaryotischer  Signalpeptide  fällt  die  Präsenz  ins  Genom 
integrierter ehemaliger viraler Signalpeptide (Enk1‐6, Enk 17) auf. Sechs weitere Proteine 
(FCG2B,  C163A,  ITA5,  MCP,  Sema7,  Tyro  3)  sind  Zelloberflächenproteine,  die  für  die 
Erkennung der Wirtszelle durch den Virus bzw. dessen Lebenszyklus von Bedeutung sind 
(Anhang  Tabelle  A4).  Das  Auftreten  langer  Signalpeptide  bei  viralen  Proteinen  ist  in  der 
Literatur bekannt (Henderson et al., 1983; Lindemann et al., 2001; Liu und Miller, 2005).  
In Abbildung 9 ist die Verteilung viraler Signalpeptide dargestellt (N = 213). Diese Gruppe 
beinhaltet  nicht  ehemalige  ins  Genom  integrierte  virale  Proteine,  sondern  nur  als  viral 
annotierte  Proteine.  Virale  Signalpeptide  zeigen  mit  einer  mittleren  Länge  von  15  (±16) 
Aminosäuren (Abb. 9)  eine um 7 Aminosäuren kürzere durchschnittliche Länge im Vergleich 
zu  eukaryotischen  Signalpeptiden  (23  Aminosäuren,  Abb.  7).  Die  höhere 
Standardabweichung (±16) im Vergleich zu eukaryotischen Signalpeptiden (±6) ist auf die im 
Verhältnis höhere Anzahl an Signalpeptiden mit ≥40 Aminosäuren zurückzuführen. 11 virale 
Signalpeptide  haben  mehr  als  40  Aminosäuren.  Dies  entspricht  5%.  Bei  eukaryotischen 
Signalpeptiden  haben  2%  eine  Länge  von ≥ 40  Aminosäuren.  Die  gefundenen  11  viralen 
Sequenzen ≥40 sind im Anhang, Tabelle  A4, aufgeführt. 
 
Abbildung  9:  Längenverteilung  viraler  Signalpeptide  (N  =  213).  Nur  nicht‐putative  Proteindaten 
wurden verwendet. Sequenzen aus UniProtKB (Version 14.0) entnommen. 
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Abbildung 11: Längenverteilung von Chloroplasten‐Transit‐Peptiden (cTP, N = 514). Sequenzen aus 










Proteine,  die  für  die  Mitochondrien  oder  die  Chloroplasten  bestimmt  sind,  mehrere 
Membranen  überwinden  müssen.  Im  Falle  von  mitochondrialen  Proteinen  sind  dies  die 
innere und äußere Mitochondrien‐Membran, im Falle von Chloroplasten höherer Pflanzen 
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statistische  Auswertung  der  Targeting‐Signale  wurde  keine  Unterscheidung  entsprechend 
der Subkompartimente von Chloroplasten und Mitochondrien vorgenommen. Die Targeting‐
Signale  von  Mitochondrien  und  Chloroplasten  wurden  unabhängig  von  dem  von  ihnen 
kodierten  Subkompartiment  als  Mitochondrien‐  bzw.  Chloroplasten‐Signal  in  die 
Untersuchung aufgenommen. Die hier beobachtete mittlere Länge von 56 Aminosäuren für 
Chloroplasten‐Transit‐Peptide  stimmt  mit  dem  von  Emanuelsson  et  al.,  2000  ermittelten 
Wert von 56 Aminosäuren überein. 
Zusammenfassend  wird  beobachtet,  dass  Signalpeptide  bei  gleichem  Zielkompartiment 
variable  Längen  aufweisen  können  (Abb.  7,  10  und  11).  Targeting‐Signale  für 
unterschiedliche  Kompartimente  weisen  jedoch  eine  unterschiedliche  durchschnittliche 
Länge auf (SP: 23, mTP: 36, cTP: 56). Die unterschiedliche mittlere Länge ist als Hinweis zu 
werten, dass die Länge von Signalpeptiden mit den Zielkompartimenten und der Anzahl der 
das  Kompartiment  umgebenden  Membranen  verknüpft  ist.  Die  hohen  Varianzen  der 
Längenverteilung  von  Targeting‐Signalen  könnte  auf  die  Toleranz  von  Post‐Targeting‐
Funktionen hindeuten. 
 
Aminosäure-Häufigkeiten in Signalpeptiden 
Als  weitere  Unterscheidungsmöglichkeit  für  Targeting‐Signale  wurde  ihre  Aminosäure‐
Zusammensetzung  untersucht.  Bekannt  ist,  dass  Proteine  entsprechend  ihres 
Zielkompartimentes  (z.B.  integrale  Membranproteine,  membran‐verankerte  Proteine, 
extrazelluläre  Proteine,  intrazelluläre  Proteine  und  kern‐lokalisierte  Proteine)  eine 
unterschiedliche Zusammensetzung an Aminosäuren aufweisen (Cedano et al., 1997; Chou, 
2001).  Von  Nakei  und  Horton  (1999)  wurde  der  Unterschied  in  der  Aminosäure‐
Zusammensetzung der ersten 20 N‐terminalen Reste zur Erkennung von mitochondrialen 
Targeting‐Peptiden (mTP) herangezogen. Dabei ist Arginin nach Schneider und Broger (1999) 
die  Aminosäure,  die  am  besten  geeignet  ist  um  zwischen  mTP  und  dem  maturen 
mitochondrialen Protein zu unterscheiden. Diese und andere Eigenschaften werden bereits 
von in silico‐Vorhersage‐Methoden zum Erkennen von Protein‐Targeting‐Signalen verwendet 
(Schneider  und  Fechner,  2004).  Motiviert  durch  diese  Beobachtungen  wurde  eine 
Untersuchung  der  Aminosäure‐Häufigkeit  in  den  annotierten  Targeting‐Signalen  der Ergebnisse & Diskussion        38 
 





Targeting‐Signalen  für  das  jeweilige  Kompartiment  dar,  gefolgt  von  einer  Zeile  mit  der 
zugehörigen Standardabweichung. Bei den Signalpeptiden wurde zusätzlich zwischen langen 
und  kurzen  Signalpeptiden  und  zwischen  Gruppen  nach  dem  NtraC‐Modell  organisierter 
putativer  Signalpeptide  unterschieden.  Eine  speziesspezifische  Aminosäure‐











Exemplarisch  bedeutet  das:  Wird  die  Verteilung  der  Aminosäure‐Häufigkeit  als 











auf 8% (±5). Ergebnisse & Diskussion        39 
 















Die  beobachtete  Unterrepräsentation  von  geladenen  und  aromatischen  Aminosäuren 
könnte  zur  Vorhersage  herangezogen  werden,  ob  es  sich  bei  einer  Sequenz  um  eine 
Targeting‐Sequenz handelt oder nicht. Es wurde von Schneider et al. (1997) gezeigt, dass sich 
mitochondriale  und  Chloroplasten‐Signale  mithilfe  künstlicher  neuronaler  Netze  trennen 
lassen.  Von  Schneider  et  al.  (1997)  wurden  jedoch  die  Aminosäuren  nicht  im  1‐
Buchstabencode  dargestellt,  sondern  durch  eine  Kodierung  der  Aminosäure  gemäß  ihrer 
Volumen‐,  Refraktivitäts‐  und  Hydrophobizitätswerte  sowie  der  Berücksichtigung  von 
Mustern innerhalb der Sequenz. Hierbei wurden auftretende Muster z.B. geladener Reste 
innerhalb  von  mTP‐Sequenzen  im  Unterschied  zu  cTP‐Sequenzen  berücksichtigt.  Das  in 
Schneider et al. 1997 beschriebene komplette Fehlen von geladenen Resten in cTP kann hier 
nicht  bestätigt  werden  (Tabelle  7).  Der  Stichprobenumfang  für  cTP  bei  Schneider  et  al. 
(1997) ist N =43, in unserer Untersuchung N = 514. Dies und sowie den Beschreibung von 
bekannten  dualen  Targeting‐Signalen,  die  sowohl  von  der  Mitochondrien‐  als  auch  der 
Chloroplasten‐Importmaschinerie erkannt werden (Silva‐Filho, 2003) sind weiter Argumente 
für die Existenz geladener Reste in cTPs. 
   Ergebnisse & Diskussion        40 
 
    





wurde  (N  =  32).  mTP:  Mitochondriale  Targeting‐Peptide  (N  =  1.101).  cTP:  Chloroplasten‐Transit‐
Peptide (N = 514).  vSP: Virale Signalpeptide (N = 213). Sequenzen aus UniProtKB (Version 14.0) 
entnommen. Putative Proteine wurden jeweils von der Betrachtung ausgeschlossen.  
Aminosäuren  A  C  D  E  F  G H I  K  L  M N P  Q R  S  T  V  W Y 
SP < 40  13  3  1  1  5  6  1  5  2  23 6  1  4  2  3  8  5  8  2  1 
±9  ±4 ±2  ±2  ±6  ±5 ±2 ±5 ±3 ±9 ±3 ±2 ±5 ±3 ±4  ±6  ±5  ±6  ±3 ±2
 
SP ≥40  12  3  1  2  3  8  2  2  2  18 4  2  9  3  7  8  4  5  2  1 
±6  ±3 ±2  ±2  ±3  ±6 ±2 ±3 ±3 ±6 ±2 ±3 ±7 ±3 ±4  ±4  ±4  ±4  ±3 ±1
SP≥40 NtraC   12  3 1  2  2  10 1 2 2 19 4 1 10 3 8  7  3  5  3 1
±6  ±3 ±1  ±3  ±3  ±6 ±2 ±3 ±3 ±6 ±2 ±2 ±6 ±3 ±5  ±4  ±3  ±3  ±3 ±1
SP≥NtraC(mTP) 
15  2 1  1  3  12 1 1 1 19 3 1 11 3 10  8  3  3  3 0
±7  ±2 ±1  ±1  ±3  ±5 ±2 ±2 ±1 ±6 ±2 ±1 ±7 ±2 ±3  ±3  ±3  ±3  ±2 ±1
mTP 
12  2  1  1  4  6  2  3  3  13 5  2  5  3  13  11  5  6  2  2 
±8  ±3 ±1  ±2  ±4  ±5 ±2 ±4 ±4 ±6 ±3 ±3 ±4 ±3 ±5  ±7  ±4  ±4  ±2 ±2
cTP 
11  2  1  1  4  4  2  3  5  9  3  4  7  3  8  18  7  6  0  1 
±8  ±2 ±2  ±2  ±3  ±4 ±2 ±3 ±3 ±4 ±2 ±3 ±5 ±3 ±5  ±7  ±4  ±4  ±1 ±1
vSP  9  4  1  1  6  5  1  7  4  19 7  2  4  2  3  7  5  9  2  2 
±8  ±4 ±2  ±3  ±6  ±5 ±2 ±7 ±4 ±8 ±4 ±3 ±5 ±3 ±4  ±5  ±5  ±6  ±3 ±3
 
 





Unter  viralen  Signalpeptiden  (vSP)  sind  alle  Signalpeptide  zusammengefasst,  deren 
zugehörige  Proteine  in  der  UniProtKB  (Version  14.0)  als  virale  annotiert  sind.  Virale 
Signalpeptide  zeigen  eine  Verteilung  der  Aminosäure‐Häufigkeiten,  die  kurzen 
Signalpeptiden  entspricht.  Eine  Zuordnung,  basierend  auf  der  Aminosäure‐Ergebnisse & Diskussion        41 
 
    
Häufigkeitsverteilung, zu langen oder kurzen Signalpeptiden, ist daher nicht möglich. Dies 
entspricht  auch  der  Beobachtung  beim  Vergleich  der  Längenverteilung  von  viralen 
Signalpeptiden  und  eukaryotischen  Signalpeptiden  (Kapitel  „Längenverteilung  von 
Signalpeptiden“).  Fasst  man  die  Daten  aus  der  Längenverteilung  und  der  Aminosäure‐
Häufigkeitsverteilung  von  viralen  und  langen  Signalpeptiden  zusammen,  stellen  sowohl 
virale als auch lange Signalpeptide eine Variation kurzer eukaryotischer Signalpeptide dar. 
Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wird festgehalten, dass 





Signalpeptide  darstellen,  deren  Unterscheidbarkeit  mit  der  zwischen  mTP  und  SP  zu 
vergleichen  ist.  Lange  Signalpeptide  könnten,  entsprechend  viralen  Signalpeptiden,  eine 
Variation  kurzer  Signalpeptide  darstellen,  aber  einem  zusätzlichen  selektiven  Druck 
ausgesetzt sein. 
Post-Targeting-Funktionen von Signalpeptiden 
Virale Signalpeptide besitzen bekannte Post‐Targeting‐Funktionen. Die zusätzliche Länge, die 










der  Virus  die  HLA‐C  Expression  abschwächen  und  gleichzeitig  der  Detektion  von Ergebnisse & Diskussion        42 
 




















Exons.  Das  kurze  Signalpeptid  wird  durch  Exon  5  kodiert,  das  lange  Signalpeptid 
durch  Exon  3‐5.  Die  Länge  des  Signalpeptides  hat  Einfluss  auf  die  ER‐Targeting‐
Effizienz, die Glykosylierung und das Sezernieren (Kurys et al., 2000). 






fungieren  kann  (Resch  und  Hiss,  unpublizierte  Daten).  Die  Experimente  und Ergebnisse & Diskussion        43 
 
    
Ergebnisse zu beiden Proteinen werden in dieser Arbeit  (Kapitel „Das NtraC‐Modell 
in vitro“) vorgestellt. 
8)  Das  murine  C4b‐bindende  Protein  ist  Teil  des  Komplement‐Systems  des 












area,  tra),  basierend  auf  Sekundärstruktur‐Vorhersagen  für β ‐ Turns.  Die  Detektion 
potentieller β‐Turns erfolgt dabei unter Verwendung eines nach Meissner (Meissner et al. 
2008)  errechneten  SVM‐Score  (Kapitel  „Bioinformatische  Online  Programme“,  SVMTurn). 
Vorhergesagte β ‐ Turns  werden  zur  Unterteilung  des  langen  Signalpeptides  in  einen  N‐




einen β ‐ Turn  zu  formieren,  konserviert. β ‐ Turns  sind  für  die  Faltung  von  Proteinen 
entscheidende Sekundärstruktur‐Elemente (Marcelino und Gierasch, 2008).  Ergebnisse & Diskussion        44 
 
    
 
Abbildung 12: Das NtraC‐Modell. Orange: N‐Domäne (‚N’traC). Schwarz: Übergangsbereich (N„tra“C, 
engl.  transition  area).  Grün:  C‐Domäne  (Ntra‚C’).  n,  h  und  c:  n‐,  h‐  und  c‐Region  klassische 
Betrachtungsweise langer Signalpeptide  entsprechend von Heijne, 1985. 
 
Das  Modell  ermöglicht  durch  die  Unterteilung  in  zwei  Domänen,  individuelle  Targeting‐ 
Funktionen  der  einzelnen  Domänen  zu  erkennen  (Abb.  12).  Eine  Domäne  hat  dabei  die 
ursprüngliche, meist die SP‐Funktion, entsprechend des Targeting‐Verhaltens des gesamten 

















-  Nicht  spezifiziert  (Die  Domäne  enthält  keine  spezifizierbare  Funktion,  wobei  die 
zweite Domäne eine identifizierbare Funktion enthalten muss.) 
 Ergebnisse & Diskussion        45 
 
    
Dabei  ist  zu  beachten,  dass  die  Reihenfolge  und  die  Kombinationen  der  potentiellen 
Targeting‐Funktionen  der  einzelnen  Domänen  keinen  Einfluss  auf  die  Zugehörigkeit  zum 
NtraC‐Modell haben. Eine Zugehörigkeit zum Modell wird postuliert, wenn das Signalpeptid 
in funktionale Domänen unterteilt werden kann. Eine Liste der im Rahmen dieser Arbeit 
betrachteten  Kombinationen  aus  Targeting‐Funktionen  der  Domänen  ist  in  Tabelle  8 









3)  Hinreichende  Länge  mindestens  einer  der  resultierenden  Domänen,  um  ein 
funktionelles Targeting‐Signal zu enthalten. 
4)  Existenz  einer  durch  SignalP  oder  TargetP  erfassbaren  Targeting‐Funktion 
(entsprechend Tabelle 8). 
   Ergebnisse & Diskussion        46 
 
    
Tabelle 8: Übersicht über die im Rahmen dieser Arbeit betrachteten Kombinationen aus Targeting‐
Funktionen. SP: Signalpeptid. SA: Signalanker. mTP: Mitochondriales Targeting‐Peptid. Gram‐positiv: 
































5)  Zerlege  die  verbleibende  Sequenz  an  jedem  gefundenen  potentiellen 
Übergangsbereich in eine N‐ und eine C‐Domäne. 





 Ergebnisse & Diskussion        47 
 


















Signalpeptides.  Dies  ist  notwendig,  falls  die  Signalpeptidase‐Schnittstelle  des  zu 
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Abbildung  14:  Schritt  2  der  NtraC‐Benutzeroberfläche.  Übersetzung:  Geben  Sie  die  Position  der 
Signalpeptidase‐Schnittstelle ein. Falls die Signalpeptidase‐Schnittstelle unbekannt ist, lassen Sie das 




Im  zweiten  Schritt  (Abb.  14)  ist  die  manuelle  Eingabe  der  Signalpeptidase‐Schnittstelle 
möglich. Dies erlaubt eine größere Flexibilität für den Anwender, da verschiedene z.B. auf 
experimentellen  Erfahrungen  oder  eigenen  Beobachtungen  basierende  Schnittstellen 
berücksichtigt  werden  können.  Ist  über  die  Sequenz  nichts  bekannt,  kann  das  Feld 
freigelassen  werden.  Es  erfolgt  dann  eine  automatische  Vorhersage  der  Position  der 







identifiziert  (Tabelle  9).  Dies  ist  darauf  zurückzuführen,  dass  die  Sequenzen  eine 
degenerierte, näher am N‐Terminus liegende Signalpeptidase‐Schnittstelle besitzen. Diese 
wird  gegenüber  der  korrekten,  aber  weiter  upstream  liegenden  Schnittstelle  bevorzugt 
(Tabelle 9, Nr 1, 3 bis 5). Ursache dafür ist die Berechnung und das Training von SignalP 3.0. 
Im  Training  wurden  Signalpeptide  mit  <15  und  >45  Aminosäuren  nicht  berücksichtigt 
(Bendtsen  et  al.,  2004a).  Des  Weiteren  werden  Signalpeptidase‐Schnittstellen  mit  einem 
Straf‐Term belegt, die weiter vom N‐Terminus entfernt liegen als die durchschnittliche Länge 
eines Signalpeptides von 22 Aminosäuren (Bendtsen et al., 2004a). Es ist nicht möglich, diese 
Parameter  manuell  in  SignalP  3.0  zu  ändern.  Des  Weiteren  werden  Signalpeptidase‐Ergebnisse & Diskussion        49 
 
    
Schnittstellen, die weit vom N‐Terminus entfernt liegen, in bestimmten Fällen (Tabelle 9, 
Nr.2 und 6) erkannt, aber der davor liegende Bereich wird in der automatischen Vorhersage 
nicht  als  Signalpeptid,  sondern  als  Signalanker  identifiziert.  In  beiden  Fällen  führt  eine 
automatische Vorhersage durch SignalP somit zu einem fälschlich verkürzten Signalpeptid 
oder  einer  Nicht‐Identifizierung  des  Signalpeptides.  Entsprechend  werden  die  auf  den 
Vorhersagen  aufbauenden  NtraC‐Kalkulationen  fehlerhaft.  Bei  bestehendem  Wissen  oder 
auch  bei  Vermutungen  über  die  Signalpeptidase‐Schnittstelle  empfiehlt  der  Autor  daher 
ausdrücklich  die  manuelle  Eingabe  der  Schnittstellenposition.  Ein  N‐terminal  liegendes 
Transmembran‐Segment kann ebenfalls aufgrund des hydrophoben Charakters mit einem 
Signalpeptid verwechselt werden (Lohmann et al., 1994). 



















































6  ENK1‐ENK7  Homo sapiens  88 bzw.89  88 bzw. 89  SA 
 Ergebnisse & Diskussion        50 
 
    
Im  dritten  Schritt  (Abb.  15)  wird  die  Art  der  NtraC‐Organisation  ausgewählt.  Die 
Auswahlmöglichkeiten kommen zustande, da das NtraC‐Modell zwar die Existenz, nicht aber 
die  Reihenfolge  der  Targeting‐Funktionen  festlegt.  Die  in  dieser  Arbeit  betrachteten 
möglichen N/C‐Domäne‐Kombinationen sind in Tabelle 8 aufgeführt. Der limitierende Faktor 
stellt  die  Vorhersagemöglichkeiten  von  SignalP  und  TargetP  dar.  Eine  Erweiterung  auf 
zusätzliche  potentielle  Funktionen,  soweit  diese  durch  etablierte  automatisierte 




Abbildung  15:  Schritt  3  der  NtraC‐Benutzeroberfläche.  Übersetzung:  Wählen  Sie  den  Subtyp  der 
NtraC‐Organisation. Wählen Sie manuell eine NtraC‐Kombination. (Es folgt ein Aufklappmenü mit 
verschiedenen Auswahlmöglichkeiten, hier zu sehen N‐Domäne (mTP = mitochondriales Targeting‐




implementiert.  Diese  kann  durch  Setzen  des  entsprechenden  Auswahlhakens  in  der 
Benutzeroberfläche  „Schritt  3“  aktiviert  werden.  Diese  nicht  triviale  Funktionalität 
untersucht  die  gegebene  Sequenz  auf  jede  mögliche  Kombination  aus  Domänen.  Dem 
Anwender wird so ermöglicht, ohne Vorwissen über die Kombination aus Domänen eine 
Vorhersage durchzuführen. Des Weiteren erlaubt es auch, bei bekannter Kombination der 
Domänen  zusätzliche  Informationen  über  die  Verhaltensweisen  in  anderen  Reichen  zu 
erhalten. Dies ist von Bedeutung, wenn z.B. eukaryotische Sequenzen für die experimentelle 
Überprüfung in bakterielle Zellen eingebracht werden, aber zusätzlich potentielle bakterielle 
Signale  enthalten.  Die  automatische  Vorhersage  stellt  daher  die  vom  Autor  empfohlene 
Auswahl dar. 
 Ergebnisse & Diskussion        51 
 
    
 
Abbildung 16:  Schritt 4 der NtraC‐Benutzeroberfläche. Übersetzung: Geben Sie die Aminosäure‐




Im  vierten  und  letzten  Schritt  (Abb.  16)  erfolgt  die  Eingabe  der  zu  untersuchenden 
Aminosäure‐Sequenz. Dies kann im Ein‐Buchstaben‐Code (Tabelle 6) oder im FASTA‐Format 
erfolgen.  Für  das  FASTA‐Format  wird  die  Beschreibung  des  NCBI  als  Link 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/FASTA.shtml) zur Verfügung gestellt. In der Aminosäure‐
Sequenz  dürfen  nur  die  20  endogenen  Aminosäuren  (Tabelle  6)  enthalten  sein.  Der 
Buchstabe X für eine beliebige Aminosäure kann nicht verwendet werden. 
Durch  Drücken  des  Knopfes  „Submit  sequence“  wird  die  Analyse  der  Sequenz  gestartet. 




Ausgabe der webbasierten Benutzeroberfläche 
Sollte  die  gegebene  Sequenz  keine  NtraC‐Organisation  aufweisen,  erhält  der  Anwender 
einen entsprechenden Hinweis. Dieser Hinweis enthält gegebenenfalls Erläuterungen für die 
negative  Aussage  des  Programms,  wie  z.B.,  dass  kein  Übergangsbereich  (tra)  gefunden 
werden  konnte  oder  dass  es  keine  N/C‐Domänen‐Kombination  entsprechend  der  vom 
Anwender gewählten Vorgabe gibt. Dies ermöglicht dem Anwender eine erneute Eingabe 
der Sequenz mit veränderten Parametern.  Ergebnisse & Diskussion        52 
 




gewählten  Parameter  „Ursprungsreich  der  Sequenz“  und  „Signalpeptidase‐Schnittstelle“ 












Abbildung  18:  Zweiter  Abschnitt  der  automatischen  Ausgabe,  beispielhaft  für  die  Sequenz  von 
shrew‐1 (AAP35025). Ergebnisse & Diskussion        53 
 
    
Im  zweiten  Abschnitt  (Abb.  18)  der  Ausgabe  werden  mögliche  Kombinationen  aus  den 
gefundenen N‐und C‐Domänen aufgeführt. Wurde ein Übergangsbereich gefunden, der die 
Sequenz so unterteilt, dass für beide resultierenden Domänen eine Targeting‐Vorhersage 
gemacht  werden  kann,  stellt  dies  ein  gegenüber  einer  Einzeldomäne  hervorzuhebendes 
Ereignis  dar.  Daher  werden  diese  Kombinationen,  soweit  vorhanden,  in  einem  zweiten 
Abschnitt  der  Ausgabe  gesondert  aufgeführt.  Es  werden  im  zweiten  Abschnitt  keine 






Die  webbasierte  NtraC‐Benutzeroberfläche  stellt  eine  Möglichkeit  für  andere 
Wissenschaftler  dar,  Sequenzen  hinsichtlich  ihrer  Zugehörigkeit  zum  NtraC‐Modell  zu 
untersuchen.  Diese  Zugänglichkeit  und  somit  die  Entwicklung  der  webbasierten 
Benutzeroberfläche war ein erklärtes Ziel dieser Arbeit. 
 
Datenbankrecherche mit dem NtraC-Algorithmus 
Mit  dem  in  Kapitel  „NtraC‐Algorithmus“  beschriebenen  Algorithmus  wurde  eine 
systematische  Suche  nach  langen  Signalpeptiden  durchgeführt,  die  dem  NtraC‐Modell 
entsprechen. Dazu wurden mithilfe des Sequence‐Retrival‐System (SRS, Version 53.2) aus 
der  UniProtKB‐Datenbank  (Version  13.6)  alle  Vertebrata‐Proteine  mit  Signalpeptiden  mit 
mindestens 40 Aminosäuren extrahiert (N =  296; Anhang, Tabelle A7).  




„Längenverteilung  von  Signalpeptiden“  aufgeführten  Signalpeptiden  mit  mehr  als  40 
Aminosäuren (N = 136) sind bei dieser Suche (N = 296) auch putative Proteine berücksichtigt 
worden.  Dies  ist  motiviert  durch  die  Tatsache,  dass  für  die  statistische  Analyse  der Ergebnisse & Diskussion        54 
 





Datenbank  nicht  aufgeführt.  Dies  ist  darauf  zurückzuführen,  dass  die  entsprechende 
publizierte Information der Datenbank noch nicht mitgeteilt wurde oder im Fall von langen 
Signalpeptiden auch einfach nicht vorhanden ist. In silico vorhergesagte Signalpeptide mit 
≥40  Aminosäuren  Länge  werden  oft  als  Artefakt  betrachtet  und  nicht  in  die  Datenbank 
übernommen  bzw.  experimentell  nicht  berücksichtigt.  Des  Weiteren  werden  lange 
Signalpeptide in bestimmten Fällen bereits in silico nicht erkannt (Tabelle 9). Der Vorteil 
dieser quantitativ betrachtet schlechten Datenlage ist die Qualität der Daten. Die Annotation 

























N-Domäne: mitochondriales T argeting-Peptid
C-Domäne: Signalpeptid
Mit vorhergesagter 
Signalpeptidase-SchnittstelleErgebnisse & Diskussion        55 
 
    
Von den mithilfe von SRS gefundenen 296 Vertebrata‐Signalpeptiden mit ≥40 Resten weisen 
insgesamt  185  (63%)  eine  NtraC‐Organisation  auf  (Abb.  19).  Dabei  liegt  eine  NtraC‐






untersuchten  langen  Signalsequenzen  von  shrew‐1,  „Discoidin,  CUB  and  LCCL  domain‐




vorgeschlagenen  NtraC‐Modell  um  ein  grundlegendes  Konzept  für  die  Architektur  langer 
Signalpeptide  handelt.  Das  Auftreten  einer  NtraC‐Organisation  in  63%  aller  annotierten 





eine  Gruppe  bilden,  weitere  funktionelle  Gemeinsamkeiten  aufweisen.  Zu  diesem  Zweck 
wurde eine semantische Wolke (semantic cloud, Kim et al., 2008) für die Proteine erstellt. 











-  single‐pass transmembrane domain (single‐pass TMD) Ergebnisse & Diskussion        56 
 







einen  bestimmten  Schwellenwert  an  Datenbankeinträgen  (≥10%,  20%,  50%)  vorhanden 
waren,  herausgefiltert  wurden.  Die  Auswertung  erfolgte  getrennt  für  jede  Gruppe 







Abbildung  20:  Verteilung  von  geschützten  Schlüsselbegriffen  in  UniProtKB‐Datenbankeinträgen 
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Unter  Berücksichtigung  der  quantitativen  Auswertung  aus  Abbildung  18  ist  aber  zu 
erkennen,  dass  das  Auftreten  des  Begriffes  Glycoprotein  in  der  Gruppe  der  langen 
Signalpeptide um 15% und in der Gruppe der NtraC‐organisierten langen Signalpeptide um 
25% im Vergleich zur Gruppe kurzer Signalpeptide zunimmt. Dies ist als ein erster Hinweis zu 
werten,  dass  Proteine  mit  NtraC‐organisierten  Signalpeptiden  neben  dem  Signalpeptid 
weitere Gemeinsamkeiten aufweisen. Die in vitro untersuchten Proteine DCBD2 und RGMA Ergebnisse & Diskussion        59 
 








dass  beide  Begriffe  jeweils  auf  ein  Membranprotein  hindeuten.  Dies  ist  konform  zu  der 
Überlegung, dass die Proteine, die ein ER‐Targeting‐Signal haben, vornehmlich extrazelluläre 
Proteine  oder  Membranproteine  sind.  Eine  quantitative  Analyse  (Abb.  20)  des  Begriffes 
„single‐pass transmembrane domain“ zeigt, dass 50% der Proteine mit NtraC‐organisiertem 
Signalpeptid auch single‐pass Transmembranproteine sind. Im Vergleich dazu sind Proteine 
mit  kurzem  Signalpeptid  nur  in  26%  der  Fälle  auch  als  einzelspännige 
Transmembranproteinen  annotiert.  Auch  die  in  dieser  Arbeit  experimentell  überprüften 




Vergleich  zu  kurzen  und  langen  Signalpeptiden  ohne  NtraC  zu  erkennen  (Abb.  20).  Die 
Proteine  DCBD2  und  RGMA  sind  ebenfalls  mit  dem  Vermerk  „alternatives  Spleißen“ 
annotiert. 
Zusammenfassend  wird  aufgrund  der  vorliegenden  in  silico  Schlüsselwort‐Analyse 






genannten Aspekten der Proteine muss in weiteren Experimenten überprüft werden. Ergebnisse & Diskussion        60 
 
    
Das NtraC-Modell in vitro 
 
Zur  weiteren  Überprüfung  des  NtraC‐Modells  wurden  zusätzlich  zu  den  in  Kapitel  „Das 
NtraC‐Modell in silico“ beschriebenen in silico‐Experimenten im Rahmen dieser Arbeit in 
vitro‐Experimente in Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. Anna Starzinski‐Powitz (JWG‐









Kapitel  „Biologische  Methoden“  aufgeführt.  Im  Folgenden  werden  die  allgemeine 
Durchführung als Ablauf‐Protokoll sowie das  Arbeits‐Konzept beschrieben. Das  Vorgehen 
war  für  alle  getesteten  Konstrukte  identisch  und  wird  daher  getrennt  von  den 
sequenzspezifischen experimentellen Ergebnissen und Konstrukten hier im Vorfeld erläutert. 
Das folgende Schema gibt einen Überblick über die in vitro‐Untersuchungen: Ergebnisse & Diskussion        61 
 




2004).  Shrew‐1  besitzt  eine  N‐terminale  lange  Signalsequenz  von  43  Aminosäuren 
(Aminosäure  1‐43;  Resch  et  al.,  2008).  Es  ist  ein  Typ‐I  Transmembranprotein  mit  einem 
Transmembran‐Segment an Position 283‐303, gefolgt von einer cytoplasmatischen Domäne 
(Aminosäuren  304‐411).  Es  wurde  gezeigt,  dass  shrew‐1  innerhalb  polarisierter  Zellen Ergebnisse & Diskussion        62 
 
    
basolateral  lokalisiert  und  dort  mit  den  E‐Cadherin  vermittelten  Adhärenz‐Verbindungen 
interagiert (Bharti et al., 2004; Jakob et al., 2006). In nicht polarisierten Zellen zeigt shrew‐1 
eine gleichmäßige Plasmamembran‐Lokalisation. Shrew‐1 spielt des Weiteren eine Rolle bei 




entstammen  der  gemeinsamen  Publikation  (Hiss  et  al.,  2008b,  Abb.  21).  Alle  Konstrukte 




(Reste  1‐19).  Unterstrichen:  Übergangsbereich  (Reste  16‐24).  Unveränderte  Schrift:  C‐Domäne 
(Reste 20‐43). 
▼: Signalpeptidase‐Schnittstelle. „LG“ shrew‐1 Reste 44 und 45 zur Vervollständigung 







Vorhersage‐Score  den  Turn  mit  dem  höchsten  SVM‐Score  dar.  Zur  Unterstützung  der 
Vorhersage  hinsichtlich  der  Position  des  Übergangsbereiches  wurden  die  Signalpeptide 




N-Domäne C-Domäne Übergangsbereich (tra)
Signalsequenz Myc SEAP∆SP








Sekretierte Alkaline Phosphatase ohne endogenes Signalpeptid SEAP∆SPErgebnisse & Diskussion        63 
 
    





Macaca  mulatta,  Canis  familaris,  Bos  taurus,  Mus  musculus,  Rattus  norvegicus  und  Danio  rerio, 
durchgeführt mit ClustallW Version 1.83. Entnommen aus Hiss et al., 2008b. Unterstrichen: potentiell 










an gleicher Position innerhalb der Signalpeptid‐Sequenz ein potentieller β‐Turn zu erkennen. Ergebnisse & Diskussion        64 
 
    
Dies  ist  ein  starker  Hinweis  auf  einen  evolutionären  Druck,  dieses  potentiell 
Sekundärstruktur‐Element zu erhalten und unterstützt die Vorhersage für einen β‐Turn in 
diesem  Bereich.  Basierend  auf  diesen  Befunden  wurde  in  der  Signalpeptid‐Sequenz  von 
shrew‐1 in H.sapiens der Bereich „WPGR“ (16‐19) als Übergangsbereich festgelegt. 
Der  N‐terminal  gelegene  Bereich  inklusive  des  Übergangsbereiches  bildet  die  N‐Domäne 
(Position  1‐24;  Abb.  22,  hellgrau  hinterlegt).  Die  N‐Domäne  wird  von  TargetP  1.1  als 
potentielles mitochondriales Targeting‐Peptid (Score = 0,3) vorhergesagt. 





Experimentelle Ergebnisse von shrew-1 
Die ER‐Targeting‐Kapazität der N‐ und C‐Domäne von shrew‐1 wurde mithilfe eines SEAP‐
Assays (Kapitel „SEAP‐Assay“) erfasst. Die Ergebnisse sind in Abb. 23 und 24 dargestellt. Im 
SEAP‐Assay,  ausgehend  vom  Zell‐Lysat  (Abb.  23),  ist  zu  erkennen,  dass  das  Absorptions‐
Niveau der C‐Domäne nach 5 min ist geringer als das der beiden Wildtyp‐Signalpeptide nach 
5  min.  Das  Absorptions‐Niveau  der  C‐Domäne  des  Signalpeptides  nach  30  min  ist 
vergleichbar  mit  dem  des  SEAP‐Wildtyp‐Signalpeptid  und  dem  des  shrew‐1‐Wildtyp‐
Signalpeptid nach 30 min. Das Absorptions‐Niveau der N‐Domäne nach 5 min und 30 min ist 
mit dem des Leervektor vergleichbar.  
Somit  verhalten  sich  beide  Konstrukte  (N‐Domäne  und  C‐Domäne)  entsprechend  der 
Vorhersage des NtraC‐Modells: Die N‐Domäne fungiert nicht als ER‐Targeting‐Signal, die C‐ 
Domäne fungiert als ER‐Targeting‐Signal.Ergebnisse & Diskussion        65 
 
    
 
Abbildung 23: Ergebnisse des SEAP‐Assays für das Zell‐Lysat (N = 4). Schwarz: Absorption nach 5 min 
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Der  SEAP‐Assay,  basierend  auf  dem  Überstand  (Abb.  24),  ist  konform  zum  SEAP‐Assay, 
basierend auf dem Zell‐Lysat (Abb. 23). Die C‐Domäne ist in der Lage, die SEAP zum ER zu 
dirigieren,  ist  aber  im  Vergleich  zum  Wildtyp‐Signalpeptid  von  shrew‐1  quantitativ 
schwächer.  Die  geringere  ER‐Targeting‐Kapazität  der  C‐Domäne  alleine  im  Vergleich  zum 
Wildtyp‐shrew‐1‐Signalpeptid schlägt sich auch in einer geringeren Sekretion, messbar im 
Überstand, nieder. Der einzige Unterschied zwischen dem Konstrukt mit der C‐Domäne und 











Die  Vorhersagen  für  die  SP‐Targeting‐Kapazität  der  shrew‐1  Signalpeptid‐Domänen, 
basierend auf dem NtraC‐Modell, wurden damit durch das Experiment eindeutig bestätigt. 





vorhergesagt.  Die  C‐Domäne  wird  nicht  als  mTP  vorhergesagt.  Die  Überprüfung  dieser 
Hypothese erfolgte durch eine biochemische Aufreinigung von Mitochondrien (Abb. 25). Die 
Konstrukte werden dabei in einem Western‐Blot durch einen Anti‐Myc‐Antikörper (Material 
und Methoden) detektiert. Ergebnisse & Diskussion        67 
 
    
 
Abbildung  25:  Western‐Blot  der  biochemischen  Aufreinigung  von  Mitochondrien. 
∆SP:  Alle 




den  Myc‐tag.  grp94:  ER‐Lumen  Protein  Marker.  GAPDH:  Cytosol  Marker.  Cytochrom  C: 
Mitochondrialer  Marker.  *:  Unspezifische  Bande.  ►  bzw.   :  markieren  jeweils  die  Bande  des 
Konstruktes. 
 
Die  Cytochrom‐C  Zeile  (Abb.  25,  Spalte  1‐4)  zeigt,  dass  keine  Verunreinigung  durch 
Mitochondrien  vorliegt.  Die  unterschiedliche  Größe  der  detektierten  C‐Domänen‐ 
Konstrukte (Abb. 25, Spalte 1 kleiner als Spalte 2) ist auf die Glykosylierung der SEAP im ER 









Bande  von  grp94  in  der  mitochondrialen  Fraktion  zu  vergleichen.  Das  Auftreten  der  C‐
Domäne  in  der  mitochondrialen  Fraktion  wird  daher  als  Verunreinigung  durch  die  ER‐
Fraktion aufgefasst.  Eine mitochondriales Targeting für die C‐Domäne wird nicht postuliert. 
Eine Bande der N‐Domäne ist im Cytosol (Abb. 25, Spalte 3), aber nicht im ER (Spalte 4) zu 
finden. Dies ist konform zum SEAP‐Assay (Abb. 23 und Abb. 24), der für die N‐Domäne keine Ergebnisse & Diskussion        68 
 
    
ER‐Targeting‐Kapazität zeigt. Entscheidend ist, dass die N‐Domäne in der mitochondrialen 





Zur  zusätzlichen  Analyse  der  mitochondrialen  Lokalisation  der  N‐Domäne  von  shrew‐1 
wurden Immunfluoreszenz‐Aufnahmen in Hek 293T‐Zellen hergestellt (Abb. 26). 
 
Abbildung  26:  Immunfluoreszenz‐Aufnahmen  der  N‐Domäne  von  shrew‐1  in  Hek  293T‐Zellen. 
Dargestellt  ist  jeweils  dieselbe  Zelle  links  und  rechts.  Blau:  Zellkernfärbung  mit  DAPI.  Weiß:  Co‐











Menge  des  anwesenden  nascent  polypeptide‐associated  complex  (NAC).  Dieser  Aspekt Ergebnisse & Diskussion        69 
 









Zusammenfassend  ist  für  das  lange  Signalpeptid  von  shrew‐1  festzuhalten,  dass  die 
experimentellen Ergebnisse die in silico gemachten Vorhersagen, basierend auf dem NtraC‐
Modell, eindeutig bestätigt wurden:  




3)  Die  ER‐Targeting‐Kapazität  des  Wildtyp‐Signalpeptides  bleibt  von  der  NtraC‐
Domänen‐Architektur unberührt. 











werden.  Alternativ  könnte  die  Existenz  der  N‐Domäne  auch  eine  Regulation  der  ER‐
Targeting‐Effizienz darstellen. Ein Hinweis hierauf ist die schwächere ER‐Targeting‐Effizienz 
der C‐Domäne alleine im Vergleich zum Wildtyp‐shrew‐1 Signalpeptid. Ergebnisse & Diskussion        70 
 









Faltblätter  erreicht  werden.  Die  geordnete  Struktur  der  N‐Domäne  hebt  sich  von  der 
ungeordneten  Struktur  der  C‐Domäne  ab  (Abb.  27).  Der  Bereich  mit  Sekundärstruktur‐
Elementen  (N‐Domäne)  ist  durch  den  Übergangsbereich  von  dem  Bereich  ohne 








Abbildung  27:  Mit  dem  Rosetta‐Algorithmus  vorhergesagte  3D‐Struktur  des  shrew‐1‐Wildtyp‐
Signalpeptides. Gezeigt sind die Aminosäuren 1‐43. Rot: Übergangsbereich Aminosäuren „WPGR“. N: 
N‐Terminus. C: C‐Terminus.N‐Domäne, tra, C‐Domäne: Unterteilung nach NtraC‐Modell. 
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DCBD2-Protein 
Die Discoidin‐Proteine sind eine Protein‐Familie aus Phospholipid‐bindenden Lectinen und 
Proteinen,  die  in  Zell‐Zell‐Adhäsion  involviert  sind  (Baumgartner  et  al.,  1998;  Kane  und 
Davie, 1988). DCBD2 steht für „Discoidin, CUB and LCCL domain‐containing protein 2“. 










LCCL‐Domäne  wird  als  selbständig  faltende  Domäne  angesehen,  die  bei  den  genannten 
Domäne‐organisierten Proteinen durch Exon‐Neukombination integriert wurde. Sie besteht 
nach Sekundärstruktur‐Vorhersagen aus sechs β‐Strängen und zwei α‐Helices (Trexler et al., 
2000).  Es  wird  vermutet,  dass  die  LCCL‐Domäne  in  das  Binden  von  Lipopolysacchariden 
involviert ist (Trexler et al., 2000; Robertson et al., 1998). Die LCCL‐Domäne tritt ebenfalls 
bei  extrazellulären  Proteinen  von  Parasiten  des  Stamms  Apicomplexa  gehäuft  auf,  z.B. 
Plasmodium  falciparum  (Dessens  et  al.,  2004).  Der  Name  des  DCBD2‐Gens  ist  dcbld2, 
synonym verwendet wird clcp1 und esdn (Koshikawa et al., 2002; Kobuke et al., 2001). Das 
DCBD2‐Protein  stammt  aus  Endothel‐  und  glattem  Muskelgewebe  und  ist  als  neuropin‐
ähnlich  klassifiziert.  Es  ist  ein  einzelspänniges  Typ‐I  Transmembranprotein,  das  nach 
Gefäßverletzungen verstärkt synthetisiert wird. Es wurde ebenfalls im Zusammenhang mit 
metastasierendem  Lungenkrebs  beobachtet  und  besitzt  eine  experimentell  bestätigte 
Signalsequenz  mit  66  Aminosäuren  (Kobuke  et  al.,  2001).  Im  Jahr  der  Publikation  der 
Signalsequenz  (2001)  wurde  die  DCBD2‐Signalsequenz  (66  Aminosäuren)  als  die  längste 
bekannte eukaryotische sekretorische Signalsequenz bezeichnet. Die Sequenz von DCBD2 ist 
in Abbildung 28 gegeben, und die Signalsequenz (66 Aminosäuren) ist unterstrichen. 
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>gi|54792129|ref|NP_563615.3| discoidin, CUB and LCCL domain 





















        N‐Domäne                 tra            C‐Domäne 
  
 





Basierend  auf  der  NtraC‐Vorhersage  und  dem  multiplen  Alignment  (Abb.  29)  wurde  in 
DCBD2 der Übergangsbereich (tra) auf die Aminosäuren „CSNS“ (Position 39‐42) festgelegt. 
In  Abbildung  29  ist  zu  erkennen,  dass  der  Übergangsbereich  (tra)  in  allen  Sequenzen 
funktionell  konserviert  ist.  Dies  ist  ein  Hinweis  für  die  funktionelle  Bedeutung  dieses 
Bereichs. Ergebnisse & Diskussion        73 
 
    
 
CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment 
 
SeqA Name                         Len(aa)  SeqB Name                         Len(aa)  Score 
======================================================================================= 
1    UniProtKB|Q96PD2|DCBD2_HUMAN   775     2    UniProtKB|Q91ZV3|DCBD2_MOUSE 769      84    
1    UniProtKB|Q96PD2|DCBD2_HUMAN   775     3    UniProtKB|Q91ZV2|DCBD2_RAT   769      85    
1    UniProtKB|Q96PD2|DCBD2_HUMAN   775     4    gi|114588144|P.troglodytes   775      99    
1    UniProtKB|Q96PD2|DCBD2_HUMAN   775     5    gi|119879152|B.taurus        770      91    
2    UniProtKB|Q91ZV3|DCBD2_MOUSE   769     3    UniProtKB|Q91ZV2|DCBD2_RAT   769      92   
2    UniProtKB|Q91ZV3|DCBD2_MOUSE   769     4    gi|114588144|P.troglodytes   775      84    
2    UniProtKB|Q91ZV3|DCBD2_MOUSE   769     5    gi|119879152|B.taurus        770      83    
3    UniProtKB|Q91ZV2|DCBD2_RAT     769     4    gi|114588144|P.troglodytes   775      85    
3    UniProtKB|Q91ZV2|DCBD2_RAT     769     5    gi|119879152|B.taurus        770      83    
4    gi|114588144|P.troglodytes     775     5    gi|119879152|B.taurus        770      90    
======================================================================================= 
 
UniProtKB|Q96PD2|DCBD2_HUMAN      MASRAVVRARRCPQCPQVRAAAAAPAWAALPLSRSLPP----CSNSSSFS   46 
UniProtKB|Q91ZV3|DCBD2_MOUSE      MASRAPLRAARSPQGPGGPAAPAATGRAALPSAGCCPLP--PGRNSSSRP   48 
UniProtKB|Q91ZV2|DCBD2_RAT        MASRAPLRAARSPQDPGGRAAPAATGRAPLPSAGWCPLP--PGRNSSSRP   48 
XP_001141399|P.troglodytes        MASRAVVRARRCPQCPQVRAAAAAPAWAALPLSRSLPP----CSNSSSFS   46 
XP_602937|B.taurus                MASRAVVRAGHSPQRFLVRAAVAAPARAAFPLSRSYPLPFRSNSSSTSFP   50 
                                  *****  **   **     ** **   *  *     *        * *        
            
UniProtKB|Q96PD2|DCBD2_HUMAN      MPLFLLLLLVLLLLLEDAGA
▼QQGDGCGHTVLGPESGTLTSINYPQTYPNS   96 
UniProtKB|Q91ZV3|DCBD2_MOUSE      R-----LLLLLLLLLQDAGG
▼QQGDGCGHTVLGPESGTLTSINYPHTYPNS   93 
UniProtKB|Q91ZV2|DCBD2_RAT        R-----LLLLLLLLLPDAGA
▼QKGDGCGHTVLGPESGTLTSINYPHTYPNS   93 
XP_001141399|P.troglodytes        MPLFLLLLLVLLLLLEDAGA
▼QQGDGCGHTVLGPESGTLTSINYPQTYPNS   96 
XP_602937|B.taurus                RPLFLLLLLILLLLLEDAGA
▼QQGDGCGHTVLGPESGTLTSINYPHTYPNS  100 
                                   *** ***** *** * ***
 ******************* *****           
Abbildung  29:  Multiples  Alignment  der  DCBD2‐Sequenzen  von  Homo  sapiens,  Mus  musculus,  Rattus 
norvegicus, Pan troglodytes und Bos taurus. Dargestellt sind jeweils die ersten 96 (H.sapiens, P.troglodytes) 














mit  den  Aminosäuren  43‐733,  erhält  man  eine  Signalpeptid‐Wahrscheinlichkeit  von  1.Ergebnisse & Diskussion        74 
 
    
Bei dem orthologen DCBD2‐Protein in B. taurus zerlegt der Übergangsbereich, abweichend 
zum humanen DCBD2, die Signalsequenz in zwei ER‐Targeting‐Signale. Sowohl die in der N‐
Domäne  als  auch  die  in  der  C‐Domäne  liegende  Signalsequenz  besitzt  eine  eigene 
Signalpeptidase‐Schnittstelle.  Aufbauend  auf  dieser  Vorhersage  wurden  die  folgenden 




















Kapazität  wurde  durch  eine  biochemische  Aufreinigung  von  Mitochondrien  und  die 




wurde  mithilfe  eines  SEAP‐Assays  erfasst.  Die  Ergebnisse  sind  in  Abbildung  30  und  31 
dargestellt.  
Das  Absorptionsniveau  der  C‐Domäne  bei  405  nM  ist  sowohl  nach  5  min  als  auch  nach          
30 min im Zell‐Lysat mit dem Niveau des Wildtyp‐SEAP‐Signalpeptid (Positiv‐Kontrolle) und 
dem des  DCBD2 Wildtyp‐Signalpeptid vergleichbar (Abb. 30). Dies ist als klarer Hinweis zu 
werten,  dass  die  vorgeschlagene  C‐Domäne  von  DCBD2  entsprechend  der  in  silico‐
Vorhersage die Funktion einer ER‐Targeting‐Sequenz erfüllen kann. Ergebnisse & Diskussion        75 
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Die  N‐Domäne  zeigt  ein  Absorptionsniveau  bei  405  nM  von  0,005,  schwächer  als  der 
Leervektor  mit  0,06.  Eine  ER‐Targeting‐Funktion  wird  für  die  N‐Domäne  von  DCBD2 
basierend  auf  diesen  Ergebnissen  verneint  (Abb.  30  und  31).  Die  DCBD2  Wildtyp‐
Signalpeptid  ER‐Targeting‐Kapazität  ist  mit  der  des  Wildtyp‐SEAP‐Signalpeptides  (Positiv‐
Kontrolle)  vergleichbar.  Im  Unterschied  zu  shrew‐1  ist  die  DCBD2  C‐Domäne  alleine  ein 
effizientes  ER‐Targeting‐Signal,  vergleichbar  mit  dem  DCBD2  Wildtyp‐Signalpeptid.  Die 
shrew‐1 C‐Domäne hingegen war alleine ein weniger effizientes ER‐Targeting‐Signal als das 
shrew‐1  Wildtyp‐Signalpeptid  (Abb.  23  und  24).  Der  Grund  für  die  unterschiedliche  ER‐
Targeting‐Effizienz  kann  aufgrund  der  hier  durchgeführten  Versuche  nicht  hergeleitet 
werden.  Der  Unterschied  in  der  ER‐Targeting‐Kapazität  ist  nicht  im  Score  der  SignalP 
Vorhersage erkennbar: shrew‐1 C‐Domäne (Score = 0,9), DCBD2 C‐Domäne (Score = 0,7).  
Die  Absorptionsniveaus  im  Überstand  entsprechen  insgesamt  (Schwankungen  maximal  ± 
0,2)  denen  im  Zell‐Lysat.  Die  C‐Domäne  von  DCBD2  besitzt  eine  ER‐Targeting‐Kapazität 
vergleichbar mit dem Wildtyp‐Signalpeptid von DCBD2 und dem Wildtyp‐Signalpeptid der 
SEAP. 
Die  experimentellen  Ergebnisse  entsprechen  und  bestätigen  somit  die  Vorhersagen 
hinsichtlich der ER‐Targeting‐Kapazitäten der N‐ und C‐Domäne von DCBD2. 
Mitochondriales Targeting 
Die  mitochondriale  Targeting‐Fähigkeit  der  N‐  und  C‐Domäne  wurde  mithilfe  einer 
biochemischen Aufreinigung der Mitochondrien überprüft. Die Ergebnisse sind als Western‐





Dies  ist  ebenfalls  konform  zur  Aussage  des  SEAP‐Assays,  dass  die  N‐Domäne  keine  ER‐
Targeting‐Kapazitäten  besitzt.  Die  schwache  cytosolische  Fraktion  entsteht  durch  die 
translation der Konstrukte im Cytosol. Die mitochondriale Targeting‐Kapazität der N‐Domäne 
zeigt sich in Abb. 32, Spalte 6. Ergebnisse & Diskussion        77 
 













vergleichbar  zur  Bande  von  Cytochrom‐C  (natives  mitochondriales  Protein).  Sie  ist  im 
Vergleich  zur  C‐Domäne  deutlich  angereichert.  Das  sehr  deutliche  mitochondriale  Signal 










daher  der  Tom20/Tom22‐Rezeptor  in  der  äußeren  mitochondrialen  Membran  hat  die 
Möglichkeit, mehrere Muster innerhalb der Sequenz alternativ zu erkennen.  
Des Weiteren liegen zwei Arginine (Position 11 und 19) im Abstand von acht Aminosäuren in 
der N‐Domäne von DCBD2 vor. Diese ergeben, wird Position 20 als „‐1“ Position betrachtet, Ergebnisse & Diskussion        78 
 




Domäne  von  DCBD2  könnte  somit  ein  mitochondriales  Matrix‐Signal  darstellen.  Die 
experimentelle  Überprüfung  der  Vorhersage  für  die  Lokalisation  in  der  mitochondrialen 
Matrix  ist  aus  den  vorliegenden  Versuchen  nicht  ableitbar.  Aufgrund  der  vorliegenden 
Ergebnisse wird postuliert, dass die N‐Domäne von DCBD2 ein generelles mitochondriales 
Targeting‐Signal  ist.  Die  Kapazität  ist  mit  der  eines  nativen  mitochondrialen  Signals 
(Cytochrom‐C) vergleichbar. Die durch den Autor vorhergesagte mitochondriale Targeting‐
Kapazität der N‐Domäne wurde somit in vitro bestätigt. 
Für  das  Glycoprotein  gp120  des  HI‐Virus  wurde  in  früheren  Studien  gezeigt,  dass  die 
geladenen Reste in der Signalsequenz von gp120 (30 Aminosäuren) einen negativen Effekt 









-  eine  reduzierte  ER‐Targeting‐Kapazität,  die  aber  durch  die  erreichte  Sättigung  im 
SEAP‐Assay nicht aufgelöst werden konnte und nur im Western‐Blot erkennbar ist. 
-  Es  handelt  sich  um  eine  mitochondriale  Spezies  des  Wildtyp‐Signalpeptides  von 
DCBD2. Ergebnisse & Diskussion        79 
 
    
 












Hinweis  für  die  mitochondriale  Lokalisation  der  DCBD2  N‐Domäne  gewertet. 
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Zusammenfassend  ist  für  das  lange  Signalpeptid  von  DCBD2  festzuhalten,  dass  die 
experimentellen Ergebnisse die in silico gemachten Vorhersagen, basierend auf dem NtraC‐
Modell, eindeutig bestätigen:  






4)  Die  ER‐Targeting‐Kapazität  des  Wildtyp‐Signalpeptides  bleibt  von  der  NtraC‐
Domänen‐Architektur unberührt. 
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Die  RGM‐Familie  (repulsive  guidance  molecule)  stellt  eine  Familie  membranständiger 
Proteine dar, die bei dem Wachstum und der Ausrichtung von Axonen eine Rolle spielen. 
RGM‚A’ wurde als Überlebensfaktor für Axone in G.gallus‐Embryonen identifiziert und hat 
Einfluss  auf  die  Differenzierung  sich  entwickelnder  Neuronen  (Monnier  et  al.,  2002; 
Matsunaga et al., 2004; Matsunaga et al., 2006). RGMA besitzt ein 45 Aminosäuren, RGMB 




CLUSTAL 2.0.8 multiple sequence alignment 
 
SeqA Name                        Len(aa)  SeqB Name                        Len(aa)  Score 
========================================================================================= 
1    UniProtKB|Q96B86|RGMA_HUMAN   450      2    UniProtKB|Q6NW40|RGMB_HUMAN   437      47 
1    UniProtKB|Q96B86|RGMA_HUMAN   450      3    UniProtKB|Q6ZVN8|RGMC_HUMAN   426      47 




UniProtKB|Q96B86|RGMA_HUMAN      MQPPRERLVVTGRAGWMGMGRGAGRS--ALGFWPTLAFLLCSFPA ----A 44 
UniProtKB|Q6NW40|RGMB_HUMAN      MGLRAAPSSAAAAAAEVEQRRRPGLCPPPLELLLLLLFSLGLLHA
▼GDCQQ 50 
UniProtKB|Q6ZVN8|RGMC_HUMAN      ----------MGEPGQSPSPRSSHGSPPTLSTLTLLLLLCGHAHS
▼----- 35 
                                                     *        *     *                   
 
UniProtKB|Q96B86|RGMA_HUMAN      TSP
▼CKILKCNSEFWSATSGSHAPASD---------------DTPEFCAAL 79 
UniProtKB|Q6NW40|RGMB_HUMAN      PAQ CRIQKCTTDFVSLTSHLNSAVDG---------------FDSEFCKAL 85 
UniProtKB|Q6ZVN8|RGMC_HUMAN      --Q CKILRCNAEYVSSTLSLRGGGSSGALRGGGGGGRGGGVGSGGLCRAL 83 
                                     * *  *     * *                             * **     
 
Abbildung  36:  Multiples  Alignment  der  Sequenzen  der  RGM  Familie  von  Homo  sapiens  (RGMA, 
RGMB,  RGMC).  Dargestellt  sind  jeweils  die  ersten  79,  85  bzw.  83  Aminosäuren,  die  jeweils  die 
Signalsequenz  enthalten.  Unterstrichen:  Übergangsbereich  (tra)  nach  NtraC‐Modell.                             
▼: Signalpeptidase‐Schnittstelle nach UniProtKB. *: Identische Aminosäuren.  Ergebnisse & Diskussion        83 
 
    
Die  unterstrichenen  Bereiche  stellen  jeweils  den  vorhergesagten  Übergangsbereich  dar 
(Abb. 36). Es ist zu erkennen, dass in allen drei Vertretern der Familie an vergleichbarer 
Position  ein  Übergangsbereich  zu  finden  ist.  Die  C‐Domäne  des  Signalpeptides  aller  drei 






























der  Signalstärke  des  Wildtyp‐SEAP‐Signalpeptides  nach  30  min  erreicht.  Die  stärkere 
Zunahme der Absorptionsrate im Überstand im Vergleich zum Zell‐Lysat spricht für eine 
starke  Sekretion  des  Konstruktes.  Die  N‐Domäne  zeigt  dabei  auch  im  Überstand  ein 
Verhalten vergleichbar zum Leervektor (Negativ‐Kontrolle). Eine ER‐Targeting‐Kapazität der 
N‐Domäne kann nicht festgestellt werden. Ergebnisse & Diskussion        84 
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Die  in  vitro‐Ergebnisse  bestätigen  somit  eindeutig  die  in  silico  gemachten  Vorhersagen, 
basierend  auf  dem  NtraC‐Modell.  Für  das  lange  Signalpeptid  von  RGMA  wird  daher 
zusammenfassend  festgehalten:  
1)  Die  N‐Domäne  des  RGMA‐Signalpeptides  (Positionen  1‐26)  besitzt  keine  ER‐
Targeting‐Kapazität. 
2)  Über  die  mTP‐Targeting‐Kapazität  der  N‐Domäne  kann  ohne  eine  biochemische 







zum Wildtyp SEAP‐Signalpeptid aber schwächeres ER‐Targeting‐Signal. Ergebnisse & Diskussion        86 
 
    
RGMA stellt damit ein drittes in vitro validiertes Beispiel für ein NtraC‐organisiertes langes 
Vertebrata‐Signalpeptid dar.  
Abschließende Betrachtungen zum NtraC-Modell 
Die funktionale Bedeutung dieser wiederkehrenden NtraC‐Organisation muss durch weitere 
Versuche untersucht werden. Die vorliegenden Daten legen einen Bezug zur Translokations‐ 
und  Sekretionseffizienz  nahe.  Von  Kim  et  al.  (2002)  wird  ein  Zusammenhang  zwischen 
Signalpeptid‐Sequenz  und  Translokations‐Effizienz  für  Signalpeptide  postuliert.  Ein 
Zusammenhang  zwischen  Hydrophobizität  und  Translokations‐Effizienz  wurde  bereits 
mehrfach gezeigt (Gierasch, 1989; Pugsley, 1989; Laforet und Kendall, 1991; Dalbey und von 
Heijne, 1992; Schneider et al., 1994). Eine Überprüfung im Zusammenhang mit der Länge der 
Signalpeptide  findet  in  diesen  Studien  jedoch  nicht  statt  und  könnte  weitere 
Zusammenhänge  aufzeigen.  Die  Translokations‐Effizienz  der  langen  Signalpeptide  könnte 
durch die Assoziation mit zusätzlichen Proteinen des Translokationsapparates (TRAM) und 
der  N‐Domäne  erreicht  werden.  Hier  würden  Cross‐Linking‐Versuche  z.B.  zwischen  dem 
TRAM‐Protein und der Signalsequenz weiterführende Daten zur Verfügung stellen. 
Ein  weiterer  Ansatz  für  die  Untersuchung  der  funktionalen  Bedeutung  der  NtraC‐
Organisation  ist  der  Austausch  NtraC‐organisierter  Signalpeptide  im  Wildtyp‐Protein‐
Kontext. Sind Unterschiede in der Lokalisation und/oder Funktion des nativen Proteins zu 
beobachten, wenn ein NtraC‐organisiertes langes Signalpeptid durch ein kurzes Signalpeptid 
ersetzt  wird?  Kann  die  Funktion  durch  ein  alternatives  NtraC‐organisiertes  Signalpeptid 
gerettet  werden?  Die  RGM‐Familie  stellt  ein  bevorzugtes  Beispiel  für  einen  solchen 








Signalsequenz  zu  identifizieren  und  der  experimentellen  Untersuchung  zugänglich  zu 
machen.Ausblick     87 
 
    
Ausblick 
Alternative Leseraster in DCBD2 und RGMA 





Alternative Leseraster in RGMA 
Bei  RGMA handelt  es  sich  um  ein  einzelspänniges  Typ‐I  Transmembranprotein,  das  eine 
NtraC‐Organisation in seinem Signalpeptid aufweist. Das multiple Alignment mit ClustalW 
(Abb. 40) zeigt eine Konservierung des Übergangsbereichs in den Spezies Homo sapiens, 
Macaca  fascicularis,  Mus  musculus  und  Gallus  gallus  (Abb.  40,  unterstrichen).  Bei  dem 
humanen RGMA liegen die Nukleotide für die Aminosäuren „MQPPRE“ in dem open reading 
frame  3,  für  die  folgenden  Aminosäuren  bis  „LCSFPA“  (Position ‐ 5  zur  Signalpeptidas‐
Schnittstelle) im open reading frame 2 und die verbleibenden Aminosäuren bis zum Ende des 
Proteins wieder im open reading frame 3. Damit liegt der Kernbereich des Signalpeptides 
ohne  die  Signalpeptidase‐Schnittstelle  in  einem  alternativen  Leseraster.  Für  die  RGMA‐





Des  Weiteren  enthalten  alle  N‐Domänen  der  RGMA‐Homologen  diverse  zusätzliche 
potentielle  Turns  (aus  Gründen  der  Übersichtlichkeit  nicht  dargestellt),  die  C‐Domänen 
hingegen nicht. Besonders zu beachten ist die Sequenz von G. gallus. Der Datenbankeintrag 
beginnt  hier  mit  den  Aminosäuren  „MGM“.  Eine  Suche  in  der  Originalpublikation  der 
Sequenz  (Monnier  et  al.,  2002)  ermöglichte  eine  manuelle  Translation  des  upstream 
gelegenen Bereichs (Abb. 40, dunkelgrau).  
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-  Es  findet  ein  alternatives  Spleiß‐Ereignis  statt  und/oder  es  findet  eine 
Leserasterverschiebung statt. 
Der Datenbankeintrag für RGMA aus G. gallus (RGMA_chick) stellt nach der Überzeugung 
des  Autors  eine  Isoform  dar,  die  durch  ein  verschobenes  Leseraster  entstanden  ist.  Die 
manuell  translatierte  Sequenz  bei  RGMA  von  G.gallus  endet  mit  „NSSS“.  Die  annotierte 
zweite Isoform des RGMA aus H.sapiens ersetzt „MQPP“ mit einer auf „NSSS“ endenden 
Sequenz.  Dies  und  die  hohe  Sequenzkonservierung  des  manuell  translatierten,  nicht 








SeqA Name         Len(aa)  SeqB Name         Len(aa)  Score 
=========================================================== 
1    RGMA_HUMAN   450      2    RGMA_MACFA   458      97 
1    RGMA_HUMAN   450      3    RGMA_MOUSE   454      92 
1    RGMA_HUMAN   450      4    RGMA_CHICK   432      79 
2    RGMA_MACFA   458      3    RGMA_MOUSE   454      88 
2    RGMA_MACFA   458      4    RGMA_CHICK   432      78 











                       *** **  ************  ***    *   ** **   ******* 
 
RGMA_HUMAN CNSEFWSATS-GSHAPASDDTPEFCAALRSYALCTRRTARTCRGDLAYHSAVHGIEDLMS 111 
RGMA_MACFA CNSEFWSATS-GSHAPASDDTPEFCAALRSYALCTRRTARTCRGDLAYHSAVHGIEDLMS 119 
RGMA_MOUSE CNSEFWSATSSGSHAPASDDVPEFCAALRTYALCTRRTARTCRGDLAYHSAVHGIEDLMS 112 
RGMA_CHICK CNSEFWAATS-GSHHLGAEETPEFCTALRAYAHCTRRTARTCRGDLAYHSAVHGIDDLMV 93 
           ****** *** ***       **** *** ** ********************** ***  
Abbildung 40: Multiples Alignment durchgeführt mit ClustalW2 der RGMA‐Sequenzen von Homo 
sapiens,  Macaca  fascicularis,  Mus  musculus  und  Gallus  gallus.  Hellgrau:  Annotierter  Start  der 
alternativen Isoform bei M.musculus. Dunkelgrau: Nicht im Datenbankeintrag enthaltene manuelle,  
translatiert  upstream  des  Starcodons  liegende  Sequenz  bei  G.gallus.  Unterstrichen: 
Übergangsbereich (tra). 
▼: Signalpeptidase‐Schnittstelle. „*“: Konservierter Rest in allen Sequenzen. Ausblick     89 
 
    
Alternative Leseraster in DCBD2  













das  Signalpeptid  inklusive  Signalpeptidase‐Schnittstelle  und  drei  Resten  downstream  der 
Signalpeptidase‐Schnittstelle  durch  die  Lage  in  einem  alternativen  Leseraster  ein  Modul 









FA58C‐Domäne  (Abb.  41,  gelb)  aufgebaut.  Namensgebend  für  die  FA58C‐Domäne  ist  ihr 
Auftreten  in  den  Gerinnungsfaktoren  V  und  VIII,  wo  sie  zweimal  wiederholt  C‐terminal 
vorliegt. Im Falle von BAE73105 ist sie im Vergleich zu DCBD2 C‐terminal halbiert (Abb. 41, 
gelb).  Das  Signalpeptid  von  BAE73105  ab  den  Aminosäuren  „MPLF“  bis  drei  Reste 
downstream  der  Signalpeptidase‐Schnittstelle  „QQG“  liegt  im  Leseraster  1,  der  Rest  des 
Proteins in Leseraster 2. Dies entspricht dem Ende des Signalpeptides von DCBD2. Weiterhin 
fällt auf, dass sowohl bei DCBD2 als auch bei BAE73105 nach „QQG“ in der genomischen 
Sequenz  „E“  statt  „D“  kommt.  Die  Asparaginsäure  (D),  die  die  korrekte  Fortsetzung  der 
Protein‐Sequenz darstellt, liegt in einem anderen Leseraster. BAE73105 würde somit eine Ausblick     90 
 
    
Domäne des Signalpeptides auf einem alternativen Leseraster enthalten, DCBD2 beide. Der 
domänenartige  Aufbau  von  DCBD2  und  BAE73105  spiegelt  sich  somit  auch  in  den 
Leserastern und in der NtraC‐Domänen‐Architektur des Signalpeptides wider. 
 
Um  eine  Aussage  über  den  Zusammenhang  zwischen  dem  Verwenden  alternativer 





gi|84579343|M.fascicularis       MNIHALF---------------------------LIPPCSNSSSSSMPLF 23 
gi|54792129|DCBD2|H.sapiens      MASRAVVRARRCPQCPQVRAAAAAPAWAALPLSRSLPPCSNSSSFSMPLF 50 
                                 *   *                               ******** ***** 
 
gi|84579343|M.fascicularis       LLLLLVLLLLLDDAGAQQGDGCGHTVLGPESGTLTSINYPQTYPNSTVCE 73 
gi|54792129|DCBD2|H.sapiens      LLLLLVLLLLLEDAGAQQGDGCGHTVLGPESGTLTSINYPQTYPNSTVCE 00 
                                 *********** ************************************** 
 
gi|84579343|M.fascicularis       WEIRVKMGERVRIKFGDFDIEDSDSCHFNYLRIYNGIGVSRTEIGKYCGL 123 
gi|54792129|DCBD2|H.sapiens      WEIRVKMGERVRIKFGDFDIEDSDSCHFNYLRIYNGIGVSRTEIGKYCGL 150 
                                 ************************************************** 
 
gi|84579343|M.fascicularis       GLQMNHSIESKGNEITLLFMSGIHVSGRGFLASYSVIDKQDLITCLDTAS 173 
gi|54792129|DCBD2|H.sapiens      GLQMNHSIESKGNEITLLFMSGIHVSGRGFLASYSVIDKQDLITCLDTAS 200 
                                 ************************************************** 
 
gi|84579343|M.fascicularis       NFLEPEFSKYCPAGCLLPFAEISGTIPHGYRDSSPLCMAGVHAGVVSNTL 223 
gi|54792129|DCBD2|H.sapiens      NFLEPEFSKYCPAGCLLPFAEISGTIPHGYRDSSPLCMAGVHAGVVSNTL 250 
                                 ************************************************** 
 
gi|84579343|M.fascicularis       GGQISVVISKGIPYYESSLANNVTSVVGHLSTSLFTFKTSGCYGTLGMES 273 
gi|54792129|DCBD2|H.sapiens      GGQISVVISKGIPYYESSLANNVTSVVGHLSTSLFTFKTSGCYGTLGMES 300 
                                 ************************************************** 
 
gi|84579343|M.fascicularis       GVIADPQITASSVLEWTDHTGQENSWKPEKARLKKPGPPWAAFATDEYQW 323 
gi|54792129|DCBD2|H.sapiens      GVIADPQITASSVLEWTDHTGQENSWKPKKARLKKPGPPWAAFATDEYQW 350 
                                 ************************************************** 
 
gi|84579343|M.fascicularis       LQIDL--------------------------------------------- 328 
gi|54792129|DCBD2|H.sapiens      LQIDLNKEKKITGIITTGSTMVEHNYYVSAYRILYSDDGQKWTVYREPGV 400 
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β-Turns und Signalpeptidase-Schnittstellen 
Im  Rahmen  des  NtraC‐Modells  erfolgte  eine  Untersuchung  von  Signalsequenzen,  um 
Bereiche zu identifizieren, die potentiel β‐Turns, bestehend aus vier Resten, bilden können. 




kein  Übergangsbereich  liegen  kann.  Sie  stellen  gleichwertig  vorhergesagte β ‐ Turns  im 




Verwendung  des  SRS  (Version  7.1.3)  alle  Eukaryota‐Proteine  mit  einer  Signalsequenz 
extrahiert  (N  =  14.696).  Hierbei  sind  sowohl  putative  Proteine  als  auch  putative 
Signalsequenzen enthalten. Aus den gefundenen Signalsequenzen wurden 578 Sequenzen 
mit  einer  unbekannten  (1‐x)  oder  keiner  annotierten  Länge  entfernt.  Die  verbleibenden 
Sequenzen (N = 14.118) wurden hinsichtlich des Auftretens eines β‐Turns in der Umgebung 
der  Signalpeptidase‐Schnittstelle  untersucht  (Abb.  42).  Dabei  wurde  eine  Unterteilung  in 
Proteine  mit  kurzer  Signalsequenz  (1‐40  Aminosäuren),  langer  Signalsequenz  (40‐100 
Aminosäuren)  und  NtraC‐organisierten  langen  Signalpeptiden  vorgenommen.  Betrachtet 
wurden  in  allen  drei  Gruppen  Bereiche  zwischen  10  Aminosäuren  upstream  und  15 
Aminosäuren downstream der Signalpeptidase‐Schnittstelle (Abb. 42). In Abbildung 42 ist 
Folgendes zu erkennen: 
1)  Es  ist  kein  Unterschied  zwischen  den  Gruppen  kurzer,  langer  und  langer  NtraC‐
organisierter  Signalpeptide  zu  erkennen.  Die  Existenz  von β ‐ Turns  steht  nicht  im 
Zusammenhang mit der Länge oder der Organisation des Signalpeptides. 
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Signalpeptide  aufweisen  (Henderson  et  al.,  2004).  Gram‐positive  und  Gram‐negative 
Bakterien sezernieren Proteine bzw. transportieren Proteine zur Plasmamembran über den 
sogenannten Sec‐abhängigen Pathway (Clérico et al., 2008). Dieser besteht zentral aus SecY, 
einem  Homologen  des  Sec61‐Komplexes  in  Eukaryoten  (Wiech  et  al.,  1991).  Ihre 
Signalpeptidase‐Schnittstelle  folgt  ebenfalls  der ‐ 3 ‐ 1  Regel  von  von  Heijne  (1983).  In 
Schneider und Wrede (1994) wurde gezeigt, dass an Position ‐2 eine große Aminosäure wie 
Tryptophan liegen muss. Prokaryoten besitzen entsprechend auch eine Signalpeptidase, die 
in  der  inneren  Plasmamembran  lokalisiert  ist  (von  Heijne,  1992).  Der  hydrophobe  Kern‐
Bereich liegt bei Position ‐6 (Schneider et al., 1993).  Basierend auf diesen Regeln konnten 
artifizielle Signalpeptidase‐Schnittstellen für E.coli in silico entworfen und erfolgreich in vivo 




erreichen.  Typ‐V‐Autotransporter  überwinden  die  innere  Membran  mit  Hilfe  des  Sec‐
Komplexes (Henderson et al., 2004; Yen und Stathopoulos, 2007). Für die Überwindung oder 
die  Integration  in  die  äußere  Membran  bilden  sie  eine  eigene  Pore.  Sie  besitzen  einen 





Membran  wird  die  Signalsequenz  abgespalten.  Die β ‐ Domäne  insertiert  in  die  äußere 




AIDA‐1, Pet und Hbp, eine ungewöhnlich lange Signalsequenz besitzen. Die Signalsequenz Ausblick   94 
 
    
wird  in  verschiedene  Bereiche,  entsprechend  der  Ladung  und  der  Hydrophobizität  der 
Aminosäuren, unterteilt (Abb. 43, unverändert entnommen aus Henderson et al., 2004). 
Hierbei  wird  beobachtet,  dass  der  C‐terminale  Bereich  der  Signalsequenz  einer  normal 
kurzen Signalsequenz ähnelt und der N‐terminale Bereich maßgeblich für die Variation in der 
Länge  verantwortlich  ist.  Dies  ist  konform  mit  der  Idee  des  NtraC‐Modells.  Beim  NtraC‐
Modell enthält eine Domäne die notwendige und hinreichende Signalsequenz (z.B. die C‐
Domäne), während die zweite Domäne eine potentielle zusätzliche Funktion besitzt, die mit 
dem  primären  Targeting  nicht  interferiert.  Eine  Untersuchung  der  von  Henderson  et  al. 






ist  in  Abbildung  43  und  44  identisch  zu  sehen.  Diese  NtraC‐Architektur  ist  mit  einer 
Verschiebung  von  ±5  Aminosäuren  mit  der  in  der  Henderson  et  al.,  2004  gemachten 




Hydrophobizitäts‐  und  der  Ladungsverteilung,  im  NtraC‐Modell  erfolgt  die  Unterteilung 
aufgrund der Sekundärstruktur. Die gefundene Übereinstimmung des NtraC‐Modells mit den 
publizierten Ergebnissen ist als Hinweis zu werten, dass das NtraC‐Modell auf bakterielle 
lange Signalsequenzen erweitert werden kann. A u s b l i c k                 9 5  
 
    
 
 




zwischen der Signalsequenz und der zu transportierenden Domäne sind markiert. Konservierte Reste sind hervorgehoben. A u s b l i c k                 9 6  
 
    
 
 
Abbildung  44:  Liste  von  46  Autotransporter‐Signalsequenzen,  angepasst  nach  Henderson  et  al.  2004,  vgl.  Abb.  43.  (*):  Zu  Henderson  et  al.  abweichende  aktuelle 
Sequenzen. Blau: Positiv geladene n1 und n2 Domänen. Gelb: Hydrophobe Domänen h1 und h2. Grün: Signalpeptidase‐Schnittstellen. Nr.: UniProtKB/SRS Zugriffsnummer. 
Dunkelgrün/hellgrün hervorgehobene Kleinbuchstaben: Vorhergesagte 4‐Reste‐β‐Turns, potentielle Übergangsbereiche nach NtraC‐Modell.Ausblick     97 
 
    
Virale Signalpeptide 















auf.  Die  C‐Domäne  weist  dabei  ein  ER‐Targeting‐Signal  auf;  die  N‐Domäne  hat  keine 
vorhergesagte  Targeting‐Funktion  und  ist  damit  für  zusätzliche  Funktionen  frei.  Die  N‐









Von  Schrempf  et  al.  (2007)  wurde  ebenfalls  eine  Unterteilung  des  Signalpeptides 
vorgenommen. Diese ist motiviert durch das geladene Lysin an Position 33, das von zwei 
hydrophoben  Bereichen  flankiert  wird.  Die  in  Schrempf  et  al.  (2007)  vorgeschlagenen 
Orientierungen des Signalpeptides über die Membran sind in Abbildung 45 dargestellt. 
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Abbildung 45: Mögliche Orientierungen des Signalpeptides von Glycoprotein‐C von LCMV in der ER‐ 
Membran,  vorgeschlagen  in  Schrempf  et  al.  (2007).  Hellgrau:  Ribosom  mit  mRNA.  Grün:  Sec61‐















(2007)  sind  somit  konform  zu  einer  Unterteilung  basierend  auf  dem  NtraC‐Modell.  Als 





Ein  weiteres  Beispiel  für  ein  virales  NtraC‐organisiertes  Signalpeptid  ist  das  lange 
Signalpeptid des Hüll‐Glycoproteins des humanen Foamy virus. In Lindemann et al. (2001) 
wird eine Länge von 146 Aminosäuren für das Signalpeptid gezeigt. Das Signalpeptid hat eine 
Post‐Targeting‐Funktion,  es  reguliert  die  Freisetzung  von  Viren‐Partikeln  (Stanke  et  al., Ausblick     99 
 
    
2005). In Lindemann et al. (2001) wird weiterhin durch Konstrukte des Signalpeptides mit 
unterschiedlicher  Länge  gezeigt,  dass  die  N‐terminalen  15  Aminosäuren  nicht  für  das 
Targeting zum ER notwendig sind. Die Aminosäuren 1‐15 sind jedoch notwendig für den 
budding‐Prozess des Virus.  











Die  Übereinstimmung  der  hier  gezeigten  in  silico‐Analyse  viraler  Signalpeptide  mit 
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weisen  keine  Sequenzhomologie,  aber  einen  typischen,  in  drei  Regionen  gegliederten 
Aufbau  (n‐,  h‐,  c‐Region)  auf.  In  den  letzten  Jahren  wurden  zunehmend  Beispiele  von 
Signalpeptiden  gefunden,  die  neben  dem  Targeting  zum  endoplasmatischen  Retikulum 
weitere  Post‐Targeting‐Funktionen  aufweisen.  Auffällig  ist  hier  die  besondere  Länge  der 
Signalpeptide. Für die Analyse dieser langen Signalpeptide standen bis jetzt keine gezielt 
entwickelten Vorhersageprogramme zur Verfügung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese 
Gruppe  langer  Signalpeptide  untersucht  und  ein  Modell  zu  deren  interner  Organisation 
entwickelt.  Das  entwickelte  „NtraC“‐Modell  erweitert  etablierte  sequenzbasierte  Ansätze  
für kurze SP um eine Sekundärstruktur‐motivierte Perspektive für lange Sinalpeptide. Zuerst 
wird dabei ein Übergangsbereich (transition area, N„tra“C), der potentiell β‐Turn bildende 
Aminosäuren  enthält,  identifiziert.  Dieser  dient  im  Modell  zur  Zerlegung  des  SP  in  zwei 
hinsichtlich ihrer Funktion unabhängige Domänen: eine N‐terminale N‐Domäne (‚N’traC) und 
eine C‐terminale C‐Domäne (Ntra‚C’). Diese mit bekannten Vorhersageprogrammen nicht 
identifizierbaren  „kryptischen“  Domänen  innerhalb  der  Signalpeptid‐Sequenz  können 
unterschiedliche  Targeting‐Kapazitäten  aufweisen  und  entsprechen  für  sich  genommen 
eigenständigen Protein‐Targeting‐Signalen. Im Fall einer ER‐Targeting Kapazität z.B. weist 
eine  Domäne  für  sich  genommen  eine  n‐,  h‐,  und  c‐Region  auf.  63%  aller  Vertebrata‐
Signalpeptide entsprechen der in dieser Arbeit vorgeschlagenen NtraC‐Organisation. Eine 
basierend auf dem NtraC‐Modell vorgeschlagene Architektur für die langen Signalpeptide 
von  shrew‐1  (43  Aminosäuren),  DCBD2  (66  Aminosäuren)  und  RGMA  (47  Aminosäuren) 
wurde vom Autor selbst in vitro überprüft. Für alle drei Proteine wurden eine N‐Domäne mit 
mitochondrialer  Targeting‐Funktion  und  eine  C‐Domäne  mit  Signalpeptid‐Funktion 
vorhergesagt. Die langen Signalpeptide der Proteine wurden bisher als reine ER‐Targeting‐
Signale betrachtet. Die vorliegende Studie zeigt jedoch, dass in diesen langen Signalpeptiden 
multiple  Targetingsignale  kodiert  sind.  Die  ER‐Targeting‐Kapazität  der  C‐Domänen  wurde 
durch  SEAP‐Assays  überprüft,  die  mTP‐Funktion  der  N‐Domäne  durch  biochemische 
Aufreinigung von Mitochondrien. Die in silico‐Vorhersagen konnten in vollem Umfang für Zusammenfassung   101 
 

















langen  Vertebrata‐Signalpeptide  zu.  Des  Weiteren  wurden,  basierend  auf  dem  NtraC‐
Modell, für die langen Signalpeptide von drei Proteinen (shrew‐1, DCBD2, RGMA) in vitro‐
Versuche durchgeführt. Die erhaltenen in vitro‐Ergebnisse unterstützen klar die These, dass 
lange  Signalpeptide  eine  aus  definierten  Domänen  bestehende  Organisation  aufweisen 
können.  Literatur   102 
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Anhang A2: Oligonucleotid-Sequenzen für die SEAP Konstrukte. Entnommen aus Hiss et al., 2008b. 
Die Restriktionsendonucleasen-Schnittstellen NotI, Acc65I, EcoRI, XhoI und HindIII wurden für die 





































ΔSP diente für alle Konstrukte (auch DCBD2 und RGMA) als Vorlage. Es wurde durch 
Fusion mit dem shrew-1 Signalpeptid und der Amplifizierung durch PCR erzeugt. 
 
NotI shrew-1 SP 5’-TTTGCGGCCGCATGTGGATTCAACAGCTT-3’,  
und EcoRI shrew-1 SP 5’-TTGAATTCGCCCAGGGCCTCGCAGGC-3’ und SEAP, ohne 
endogenes Signalpeptid, wurden durch PCR mithilfe der folgenden Primer amplifiziert: 
  
EcoRI 5’-TTGAATTCATCATCCCAGTTGAGGAG-3’, und HindIII  
5’-TTTTAAGCTTTTAACCCGGGTGCGCGGC-3’ an der EcoRI- Schnittstelle.  
 






ΔSP wurde durch den folgenden Xhol Start-Codon Primer generiert.  
SEAP
∆SP 5’-TTTCTCGAGATGATCATCCCAGTTGAGGAG-3’ und  
HindIII 5’-TTTTAAGCTTTTAACCCGGGTGCGCGGC-3’.  
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ADA23_HUMAN  potentiell  MKPPGSSSRQPPLAGCSLAGASCGPQRGPAGSVPASAPARTPPCRLLLVLLLLPPLAAS 
AGAL_ORYSJ  nicht‐potentiell  MARASSSSSPPSPRLLLLLLVAVAATLLPEAAALGNFTAESRGARWRSRRARRRA 
ASM_HUMAN  nicht‐potentiell  MPRYGASLRQSCPRSGREQGQDGTAGAPGLLWMGLVLALALALALA 
ATS1_HUMAN  potentiell  MQRAVPEGFGRRKLGSDMGNAERAPGSRSFGPVPTLLLLAAALLAVSDA 
ATS1_MOUSE  potentiell  MQPKVPLGSRKQKPCSDMGDVQRAARSRGSLSAHMLLLLLASITMLLC 
ATS4_BOVIN  potentiell  MSHMDSHPGRGLADGWLWGIQPRLLLPTVPVSGSRLVWLLLLASLLPSAWP 
ATS4_HUMAN  potentiell  MSQTGSHPGRGLAGRWLWGAQPCLLLPIVPLSWLVWLLLLLLASLLPSARL 
C163A_HUMAN  potentiell  MSKLRMVLLEDSGSADFRRHFVNLSPFTITVVLLLSACFVT 
C163B_HUMAN  nicht‐potentiell  MMLPQNSWHIDFGRCCCHQNLFSAVVTCILLLNSCFLISS 
C4BPA_HUMAN  nicht‐potentiell  MHPPKTPSGALHRKRKMAAWPFSRLWKVSDPILFQMTLIAALLPAVLG 
C4BPA_MOUSE  nicht‐potentiell  MCAKQQQTLLPTRAAHGRLHRNRDVVAWPFSTLCRVSGPTLFQMTFTAALWVAVFG 
CADE_DROME  potentiell  MSTSVQRMSRSYHCINMSATPQAGHLNPAQQQTHQQHKRKCRDLGRRLIPARLLLGVIVAISLLSPALA 
CADM1_HUMAN  potentiell  MASVVLPSGSQCAAAAAAAAPPGLRLRLLLLLFSAAALIPTGDG 
CADM1_MOUSE  potentiell  MASAVLPSGSQCAAAAAVAAAAAPPGLRLRLLLLLLSAAALIPTGDG 
CATL_DROME  potentiell  MNHLGVFETRFRPRTRHKSQRAQLIPEQITMRTAVLLPLLALLAVAQA 
CLN5_HUMAN  potentiell  MAQEVDTAQGAEMRRGAGAARGRASWCWALALLWLAVVPGWSRVSG 
CR1_HUMAN  nicht‐potentiell  MGASSPRSPEPVGPPAPGLPFCCGGSLLAVVVLLALPVAWG 
CRB_DROME  nicht‐potentiell  MAKIANASLSQQQKQRQAETATTTTTTVAASVETATTTARSRDRTKSAAQITSHLLKRAISVYSSPQWIPLFILIYLATDVASVAVPT 
CRRY_MOUSE  potentiell  MEVSSRSSEPLDPVWLLVAFGRGGVKLEVLLLFLLPFTLG 
CXCL5_MOUSE  nicht‐potentiell  MSLQLRSSAHIPSGSSSPFMRMAPLAFLLLFTLPQHLAEA 
DCBD2_HUMAN  potentiell  MASRAVVRARRCPQCPQVRAAAAAPAWAALPLSRSLPPCSNSSSFSMPLFLLLLLVLLLLLEDAGA 
DPY10_CAEEL  potentiell  MKNNAKEDYRTFSLTTNYSRQMIYRCVTGLQIGFSLFSFIIVCVA 
E134_MAIZE  nicht‐potentiell  MPSSAQVLLCLAAVLAAAAATTAEAHSQCLDNPPDRSIHGRQL 
EMP46_YEAST  nicht‐potentiell  MTTRKTASSLQLLGKITGTKAGTKQKKMNFINGLIWLYMCVWMVHG 
ENK1_HUMAN  potentiell  MHPSEMQRKAPPRRRRHRNRAPLTHKMNKMVTSEQMKLPSTKKAEPPTWAQLKKLTQLATKYLENTKVTQTPESMLLAALMIVSMVVS 
ENK2_HUMAN  potentiell  MNPSEMQRKAPPRRRRHRNRAPLTHKMNKMVTSEEQMKLPSTKKAEPPTWAQLKKLTQLATKYLENTKVTQTPESMLLAALMIVSMVVS 
ENK3_HUMAN  potentiell  MNPSEMQRKAPPRRRRHRNRAPLTHKMNKMVTSEEQMKLPSTKKAEPPTWAQLKKLTQLATKYLENTKVTQTPESMLLAALMIVSMVVS 
ENK4_HUMAN  potentiell  MNPSEMQRKAPPRRRRHRNRAPLTHKMNKMVTSEEQMKLPSTKKAEPPTWAQLKKLTQLATKYLENTKVTQTPESMLLAALMIVSMVVS A n h a n g               1 1 8  
 
    
ENK5_HUMAN  potentiell  MNPSEMQRKAPPRRRRHRNRAPLTHKMNKMVTSEEQMKLPSTKKAEPPTWAQLKKLTQLATKYLENTKVTQTPESMLLAALMIVSMVVS 
ENK6_HUMAN  potentiell  MNPSEMQRKAPPRRRRHRNRAPLTHKMNKMVTSEEQMKLPSTKKAEPPTWAQLKKLTQLATKYLENTKVTQTPESMLLAALMIVSMVVS 
EXG1_COCCA  nicht‐potentiell  MRFSSLLACLGAVGIQAAAIPFQRRVDNTTDSGSLDAAQAAA 
FCG2B_HUMAN  potentiell  MGILSFLPVLATESDWADCKSPQPWGHMLLWTAVLFLAPVAG 
FCG2C_HUMAN  potentiell  MGILSFLPVLATESDWADCKSPQPWGHMLLWTAVLFLAPVAG 
FREM2_HUMAN  potentiell  MHSAGTPGLSSRRTGNSTSFQPGPPPPPRLLLLLLLLLSLVSRVPA 
FZD1_HUMAN  potentiell  MAEEEAPKKSRAAGGGASWELCAGALSARLAEEGSGDAGGRRRPPVDPRRLARQLLLLLWLLEAPLLLG 
GABR2_HUMAN  potentiell  MASPRSSGQPGPPPPPPPPPARLLLLLLLPLLLPLAPGAWG 
GABR2_RAT  potentiell  MASPPSSGQPRPPPPPPPPARLLLPLLLSLLLWLAPGAWG 
GBRAL_DROME  potentiell  MCTMPATRDASGSGDASTDLIAARSLSSHQGQRSNLRIFKLLISCCLLMLCIYPNAWP 
GRP78_YEAST  nicht‐potentiell  MFFNRLSAGKLLVPLSVVLYALFVVILPLQNSFHSSNVLVRG 
GUC2D_BOVIN  nicht‐potentiell  MTACTFLAGGLRDPGLCGPTRWAPSPPGLPPIPPRPRLRLRPPLLLLLLLPRSVLS 
GUC2D_HUMAN  potentiell  MTACARRAGGLPDPGLCGPAWWAPSLPRLPRALPRLPLLLLLLLLQPPALS 
GUC2E_RAT  potentiell  MSAWLLPAGGFPGAGFCIPAWQSRSSLSRVLRWPGPGLPGLLLLLLLPSPSAFS 
GUC2G_MOUSE  potentiell  MASRTRSESPLEPRLYAGAGSRADHPSLVLMLSVVMLVTCLEA 
HEXB_HUMAN  potentiell  MELCGLGLPRPPMLLALLLATLLAAMLALLTQVALVVQVAEA 
HYAL1_MOUSE  potentiell  MLGLTQHAQKVWRMKPFSPEVSPGSSPATAGHLLRISTLFLTLLELAQVCRG 
ICOSL_MOUSE  durch Vergleich  MQLKCPCFVSLGTRQPVWKKLHVSSGFFSGLGLFLLLLSSLCAASA 
IL24_HUMAN  nicht‐potentiell  MNFQQRLQSLWTLARPFCPPLLATASQMQMVVLPCLGFTLLLWSQVSGAQG 
IL9R_HUMAN  potentiell  MGLGRCIWEGWTLESEALRRDMGTWLLACICICTCVCLGV 
INVB_DAUCA  potentiell  MDTYHFLPSRDLEHASSYTPRPDSPETRHEPDPDRSKTNRRPIKIVSSVLLSTLILS 
ITA4_MOUSE  potentiell  MFSTKSAWLRNGGADQGPRGIALREAVMLLLYFGVPTGPS 
ITA5_HUMAN  nicht‐potentiell  MGSRTPESPLHAVQLRWGPRRRPPLLPLLLLLLPPPPRVGG 
ITB8_HUMAN  potentiell  MCGSALAFFTAAFVCLQNDRRGPASFLWAAWVFSLVLGLGQG 
KIRR1_MOUSE  potentiell  MTLESPSTRLMTCQSSLLPEKPRFLSQKMWAPHLVVAYLIFVTLALA 
KLK11_HUMAN  potentiell  MQRLRWLRDWKSSGRGLTAAKEPGARSSPLQAMRILQLILLALATGLVGG 
LAMA5_MOUSE  nicht‐potentiell  MAKRGGQLCAGSAPGALGPRSPAPRPLLLLLAGLALVGEA 
LAR_CAEEL  potentiell  MIQFRNKNNSMNRIARHLRNVARRKGSSLLLFLMLSTVLVAA 
LIFR_HUMAN  potentiell  MMDIYVCLKRPSWMVDNKRMRTASNFQWLLSTFILLYLMNQVNS 
LIFR_MOUSE  potentiell  MAAYSWWRQPSWMVDNKRSRMTPNLPWLLSALTLLHLTMHANG 
LMA2L_HUMAN  potentiell  MAATLGPLGSWQQWRRCLSARDGSRMLLLLLLLGSGQGPQQVGA 
LMAN2_CANFA  nicht‐potentiell  MAAEGWIWRWGWGRRCLGRPGLPGPGPGPATPLFLLLLLGPVVA A n h a n g               1 1 9  
 
    
LMAN2_HUMAN  potentiell  MAAEGWIWRWGWGRRCLGRPGLLGPGPGPTTPLFLLLLLGSVTA 
LRC55_HUMAN  nicht‐potentiell  MGSLQHCCCLLPKMGDTWAQLPWPGPPHPAMLLISLLLAAGLMHSDA 
LRIG2_HUMAN  potentiell  MAPAPLGVPEEQLLGCRSRVLSRLLFIAQTALLLLPAAGA 
LTBP3_HUMAN  potentiell  MPGPRGAAGGLAPEMRGAGAAGLLALLLLLLLLLLGLGGRVEG 
LY9_MOUSE  nicht‐potentiell  MADLKRYWCDWALGPLSENPRMSQQQIFSPILWIPLLFLLMGLGASG 
LYAM3_HUMAN  nicht‐potentiell  MANCQIAILYQRFQRVVFGISQLLCFSALISELTNQKEVAA 
LYAM3_MOUSE  potentiell  MAGCPKGSWTPRLRSVILGGAQLIWFSALISELVNQKEVAA 
MA2B1_BOVIN  nicht‐potentiell  MVGDARPSGVRAGGCRGAVGSRTSSRALRPPLPPLSSLFVLFLAAPCAWA 
MA2B1_CAVPO  potentiell  MGASVLPLGLGAGDCQSSSGRRMSACLPRTALSFLLSLLLATPGARA 
MA2B1_HUMAN  nicht‐potentiell  MGAYARASGVCARGCLDSAGPWTMSRALRPPLPPLCFFLLLLAAAGARA 
MCP_BOVIN  potentiell  MRASCTPLKAPLRRPERLASSGRFAWVLLLAPLLLLPTSSDA 
MCP_MOUSE  potentiell  MTAAPLMPDSTHPCRRRKSYTFFWCSLGVYAEALLFLLSHLSDA 
MCP_PIG  nicht‐potentiell  MMAFCALRKALPCRPENPFSSRCFVEILWVSLALVFLLPMPSDA 
MCP_RAT  potentiell  MTAAPLTPDPTHPRRRRKSYTFFSLGIYAEALLFLLSSLSDA 
MMP15_HUMAN  potentiell  MGSDPSAPGRPGWTGSLLGDREEAARPRLLPLLLVLLGCLG 
MMP24_HUMAN  potentiell  MPRSRGGRAAPGPPPPPPPPGQAPRWSRWRVPGRLLLLLLPALCCLPGAARA 
MMP24_MOUSE  potentiell  MPRSRGGRAAPGQASRWSGWRAPGRLLPLLPALCCLAAAAG 
MPRI_BOVIN  potentiell  MEAAAGRSSHLGPAPAGRPPRCPLLLQLQLLLLLLLLPPGWVPG 
MPRI_HUMAN  nicht‐potentiell  MGAAAGRSPHLGPAPARRPQRSLLLLQLLLLVAAPGSTQA 
MS57C_DROME  potentiell  MPINDFISCYLKQLQRISIVSIHQVVKMHGTHFLILLLLCGVLG 
NCLN_HUMAN  potentiell  MLEEAGEVLENMLKASCLPLGFIVFLPAVLLLVAPPLPAADA 
NEUR1_HUMAN  nicht‐potentiell  MTGERPSTALPDRRWGPRILGFWGGCRVWVFAAIFLLLSLAASWSKA 
NFAM1_HUMAN  potentiell  MENQPVRWRALPGLPRPPGLPAAPWLLLGVLLLPGTLRLAGG 
NGL1_HUMAN  potentiell  MLNKMTLHPQQIMIGPRFNRALFDPLLVVLLALQLLVVAGLVRA 
NGL1_MOUSE  potentiell  MLNKMTLHPQQIMIGPRFNRALFDPLLVVLLALQLLVVAGLVRA 
NLGN1_HUMAN  potentiell  MALPRCTWPNYVWRAVMACLVHRGLGAPLTLCMLGCLLQAGHVLS 
NLGN1_MOUSE  potentiell  MALPRCMWPNYVWRAMMACVVHRGSGAPLTLCLLGCLLQTFHVLS 
NLGN1_RAT  potentiell  MALPRCMWPNYVWRAMMACVVHRGSGAPLTLCLLGCLLQTFHVLS 
NLGNX_HUMAN  nicht‐potentiell  MSRPQGLLWLPLLFTPVCVMLNSNVLLWLTALAIKFTLIDS 
NOTCH_DROME  potentiell  MQSQRSRRRSRAPNTWICFWINKMHAVASLPASLPLLLLTLAFANLPNTVRG 
NPW_RAT  potentiell  MDLSALASSREVRGPGPGAPVNRPLLPLLLLLLLLPLPASA 
NRX1B_RAT  nicht‐potentiell  MYQRMLRCGAELGSPGGGSSGGAGGRLALLWIVPLTLSGLLGVAWG A n h a n g               1 2 0  
 
    
NRX2B_HUMAN  durch Vergleich  MPPGGSGPGGCPRRPPALAGPLPPPPPPPPPPLLPLLPLLLLLLLGAAEG 
NRX2B_RAT  nicht‐potentiell  MPPGGSGQGGCPRRPPALAGPLPPPPPPPPLPLLLGLLLLLGAAEG 
NUDEL_DROME  potentiell  MNYNMDEMEATRLLRHPRRWWSIGFGKRIVAISILVIIVLLFS 
P30_TOXGO  potentiell  MSVSLHHFIISSGFLTSMFPKAVRRAVTAGVFAAPTLMSFLRCGVMA 
PCSK6_HUMAN  potentiell  MPPRAPPAPGPRPPPRAAAATDTAAGAGGAGGAGGAGGPGFRPLAPRPWRWLLLLALPAACSA 
PERM_HUMAN  nicht‐potentiell  MGVPFFSSLRCMVDLGPCWAGGLTAEMKLLLALAGLLAILATPQPSEG 
PLBL2_CAEEL  potentiell  MTRLIRSKKQFLIRSLHSVFYYLGSLLHSTFEMNVFIGLLLA 
PLBL2_HUMAN  nicht‐potentiell  MVGQMYCYPGSHLARALTRALALALVLALLVGPFLSGLAGA 
PLBL2_MOUSE  nicht‐potentiell  MAAPVDGSSGGWAARALRRALALTSLTTLALLASLTGLLLSGPAGA 
PLXB3_HUMAN  potentiell  MCHAAQETPLLHHFMAPVMARWPPFGLCLLLLLLSPPPLPLTGA 
PLXD1_HUMAN  potentiell  MAPRAAGGAPLSARAAAASPPPFQTPPRCPVPLLLLLLLGAARAGA 
PME3_CITSI  potentiell  MTRIKEFFTKLSESSTNQNISNIPKKKKKLFLALFATLLVVAAVIGIVAG 
PTP10_DROME  potentiell  MLYQLSKATTRIRLKRQKAVPQHRWLWSLAFLAAFTLKDVRC 
PTPRN_RAT  durch Vergleich  MRRPRRPGGPAGCGGSEGSGGLRLLVCLLLLSGRPGGCSA 
PVRL3_HUMAN  potentiell  MARTLRPSPLCPGGGKAQLSSASLLGAGLLLQPPTPPPLLLLLFPLLLFSRLCGALA 
PVRL3_MOUSE  potentiell  MARTPGPAPLCPGGGKAQLSSAFPPAAGLLLPAPTPPPLLLLLIPLLLFSRLCGALA 
QSOX1_CHICK  potentiell  MWRRRARSGGGGGGGGGGAAPRCRWWPAVLALLAAALPAARS 
R4RL2_HUMAN  potentiell  MLPGLRRLLQAPASACLLLMLLALPLAAPSCPMLCTCYSSPPTVSC 
RGMA_HUMAN  potentiell  MQPPRERLVVTGRAGWMGMGRGAGRSALGFWPTLAFLLCSFPAATSP 
ROR2_DROME  potentiell  MAAGQWVGVVERVLRGMVLKWGANLAVLGLCVFLFASATHA 
SAS_DROME  potentiell  MQTCRRRKASGGQSTIKWSRMCLATLCGLLLLGIQIERAAS 
SCA_DROME  potentiell  MRDWQTFPDLQKKKVSRDHLNCPATMAGSNVLWPILLAVVLLQISVAFVSG 
SDK_DROME  potentiell  MLKSAASSLRRRRPKTTITATLAIEMPSQPKLASLLAVLVLLCYCDS 
SELN_HUMAN  potentiell  MGRARPGQRGPPSPGPAAQPPAPPRRRARSLALLGALLAAAAA 
SEM7A_HUMAN  potentiell  MTPPPPGRAAPSAPRARVPGPPARLGLPLRLRLLLLLWAAAASA 
SERR_DROME  potentiell  MFRKHFRRKPATSSSLESTIESADSLGMSKKTATKRQRPRHRVPKIATLPSTIRDCRSLKSACNLIALILILLVHKISA 
SLIK5_HUMAN  potentiell  MHTCCPPVTLEQDLHRKMHSWMLQTLAFAVTSLVLSCAET 
SODE_ONCVO  potentiell  MINSFIVIFLSFLIFINYANLVCVEATHVYGRRSHSNGMHGN 
SORC2_HUMAN  potentiell  MAHRGPSRASKGPGPTARAPSPGAPPPPRSPRSRPLLLLLLLLGACGAAG 
SPS2_YEAST  potentiell  MPIWKTQTFFTSISVIQIVNKETKVSTKKEKDSMLNQLNTILRFLFLFLQLIKSSA 
TEFF2_HUMAN  nicht‐potentiell  MVLWESPRQCSSWTLCEGFCWLLLLPVMLLIVARPVKLAA 
THS7A_HUMAN  potentiell  MGLQARRWASGSRGAAGPRRGVLQLLPLPLPLPLLLLLLLRPGAGRA A n h a n g               1 2 1  
 
    
TNR21_HUMAN  potentiell  MGTSPSSSTALASCSRIARRATATMIAGSLLLLGFLSTTTA 
TR10B_HUMAN  nicht‐potentiell  MEQRGQNAPAASGARKRHGPGPREARGARPGPRVPKTLVLVVAAVLLLVSAESAL 
TR10D_HUMAN  nicht‐potentiell  MGLWGQSVPTASSARAGRYPGARTASGTRPWLLDPKILKFVVFIVAVLLPVRVDS 
TYRO3_HUMAN  potentiell  MALRRSMGRPGLPPLPLPPPPRLGLLLAALASLLLPESAA 
UNC5C_MOUSE  potentiell  MRKGLRATAARCGLGLGYLLQMLVLPALALLSASGTGSAA 
VAS1_HUMAN  potentiell  MMAAMATARVRMGPRCAQALWRMPWLPVFLSLAAAAAAAAA 
VIT1_AEDAE  nicht‐potentiell  MATDGITSRFGFNERRRTHNRNSCRILEDKMLAKLLLLALAGLTAA 
VLDLR_CHICK  potentiell  MRSSRQRGDRSAATGGGCGARRWALPRCGALCLLLALGCLRTA 
XYN1_TRIRE  potentiell  MVAFSSLICALTSIASTLAMPTGLEPESSVNVTERGMYDFVLGAHNDHRRR 
YF1M_CAEEL  potentiell  MNSFLFGFLNLINVLKINYLQLMRRGCRHHLAAVVLLIATFPPLAYN 
YP003_HUMAN  potentiell  MGAQGAQESIKAMWRVPGTTRRPVTGESPGMHRPEAMLLLLTLALLGGPTWA 
Q41038_PEA  potentiell  MASACASSAIAAVAISTPSSQKNGSPSGTSKAFLGRKLKVNSSTASPS 
 
   A n h a n g               1 2 2  
 






ARC3_CBCP  nicht‐potentiell  MKGIRKSILCLVLSAGVIAPVTTSIVQSPQKCYACTVDKG 
YP_398578  nicht‐potentiell  MKGLRKSILCLVLSAGVIAPVTSGMIQSPQKCYAYSINQK 
ENV_CAEVG  nicht‐potentiell  MDAGASYMRLTGEENWVEVTMDEEKERKGKDVQQGKYRPQVSKPIINRDTNTSFAYKGIFLWGIQITMWILLWTNMCVRA 
ENV_JSRV  potentiell  MPKRRAGFRKGWYARQRNSLTHQMQRMTLSEPTSELPTQRQIEALMPYAWNEAHVQPPVTPTNILIMLLLLLQRVQNGAAAAFW 
ENV_MMTVC  nicht‐potentiell  MPNHQSGSPTGSSDLLLDGKKQRAHLALRRKRRREMRKINRKVRRMNLAPIKEKTAWQHLQALIFEAEEVLKTSQTPQTSLTLF 
LALLSVLGPPPVSG 
ENV_MMTVG  durch Vergleich  MPNHQSGSPTGSSDLLLSGKKQRPHLALRRKRRREMRKINRKVRRMNLAPIKEKTAWQHLQALISEAEEVLKTSQTPQNSLTLF 
LALLSVLGPPPVTG 
ENV_RSVP  potentiell  MRRALFLQAFLTGYPGKTSKKDSKEKPLATSKKDPEKTPLLPTRVNYILIIGVLVLCEVTGVRA 
ENV_RSVSA  potentiell  MEAVIKAFLTGYPGKTSKKDSKEKPLATSKKDPEKTPLLPTRVNYILIIGVLVLCEVTGVRA 
ENV_VILV  potentiell  MASKESKPSRTTWRDMEPPLRETWNQVLQELVKRQQQEEEEQQGLVSGKKKSWVSIDLLGTEGKDIKKVNIWEPCEKWFAQVVWG 
VLWVLQIVLWGCLMWEVRKGN 
ENV_VILVK  Potentiell  MASKESKPSRTTRRGMEPPLRETWNQVLQELVKRQQQEEEEQQGLVSGKKKSWVSIDLLGTEGKDIKKVNIWEPCEKWFAQVVWG 
VLWVLQIVLWGCLMWEVRKGN 
FUS_CDVO  Potentiell  MHRGIPKSSKTQTHTQQDRPPQPSTELEETRTSRARHSTTSAQRSTHYDPRTSDRPVSYTMNRTRSRKQTSHRLKNIPVHGNHEA 
TIQHIPESVSKGARSQIERRQPNAINSGSHCTWLVLWCLGMASLFLCSKA Anhang      
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Q5RFQ8  MSQTGSHPGRGLAGRWLWGAQPCLLLPIVPLSWLVWLLLLLLASLLPSARL A n h a n g               1 2 5  
 
































Q9JHJ8  MQLKCPCFVSLGTRQPVWKKLHVSSGFFSGLGLFLLLLSSLCAASA A n h a n g               1 2 6  
 
































O35657  MVGADPTRPRGPLSYWAGRRGQGLAAIFLLLVSAAESEARA A n h a n g               1 2 7  
 
































Q9UIK5  MVLWESPRQCSSWTLCEGFCWLLLLPVMLLIVARPVKLAA A n h a n g               1 2 8  
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The Plasmodium Export Element Revisited 
 
J. A. Hiss, J. M. Przyborski, F. Schwarte, K. Lingelbach, G. Schneider 










zeigen  sich  in  dieser  Region  für  die  Protein‐Familien  charakteristische  Hydrophobizitäts‐
muster. Es wird gezeigt, dass es bei Proteinen mit PEXEL‐Motiv und Signalpeptid durch die in 
silico‐Abspaltung des Signalpeptides zu einer positionellen Überlagerung der PEXEL‐Motive 
mit Proteinen mit PEXEL‐Motiv, aber ohne natives Signalpeptid kommt.  Publikationen   132 
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als  40  Aminosäuren  Länge  auftritt.  Die  Domänen  werden  als  voneinander  unabhängige, 
vollständige Targeting‐Signale für unterschiedliche Kompartimente vorhergesagt. Die für das 
lange  Signalpeptid  von  shrew‐1  in  silico  vorgeschlagene  NtraC‐Architektur  wird  in  vitro 
bestätigt.  Publikationen   139 
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